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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Signaltransduktion im Herzen

Das Herz 1st ein Hohlmuskel und fungiert als Pumpe des Blutkreislauts. Histologisch besteht
70% des Herzgewebes aus Kardiomyocyten, die jedoch nur ein Drittel aller Organ-bildenden
Zellen ausmachen. Diese Zellen beinhalten den kontraktilen Apparat des Herzmuskels und
bewirken die Pumpfunktion durch rhythmische Kontraktion und Relaxation. Die Leistung des
Herzens muss sich unterschiedlichen himodynamischen Gegebenheiten anpassen um eine
Versorgung aller Organe mit Sauerstoff und Nihrstoften zu jeder Zeit zu gewihrleisten. Aus
diesem Grund unterliegt das Herz verschiedenen Regelmechanismen, die dazu dienen die
Calctum-abhingige Kontraktionskraft (Inotropie), Relaxationsrate (Lusitropie), Schlagrate
(Chronotropie) und Erregungsleitung (Dromotropie) zu steuern. Durch Ausschittung von
Noradrenalin aus Nervenfasern des sympathischen Systems wird die Herzleistung erh6ht. Die
Ubertragung des Signals erfolgt durch das B-adrenerge System. Im Gegensatz dazu bewirkt die
Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin aus parasympathischen Nerventasern eine
Erniedrigung der Schlagrate und eine Abnahme der Kontraktionskraft. Dieser Vorgang wird
durch muskarinische Rezeptoren vermittelt und bewirkt unter anderem eine Hemmung des B-

adrenergen Systems.

1.1.1 Das B-adrenerge System

Die B-adrenerge Signaltransduktion reguliert die Synthese des second messengers cAMP. Der
erste Schritt dieser Signalibertragung beinhaltet die Bindung von Neurotransmittern,
Hormonen oder Pharmaka an die B-adrenergen Rezeptoren. Bislang konnten vier dieser
Rezeptoren (B;-AR, B,-AR, B;-AR und B,-AR) im Herzen nachgewiesen und pharmakologisch
charakterisiert werden (Kaumann ez @/, 1997; Molenaar e /., 1997; Kaumann ez al., 1998). Der
B;-AR hat mit 75-85% den hochsten Anteil im Herzen. Er wird vorwiegend in den
Kardiomyocyten exprimiert. In Nicht-Kardiomyocyten findet man dagegen hauptsichlich den

B,-AR (Bristow ez al., 1986). Zu diesen Zellen gehéren Endothelzellen, glatte Muskelzellen des
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BlutgefiBsystems und Fibroblasten. Es wurde aber auch eine funktionelle Beteiligung des [3,-

AR bet der Signaliibertragung in Kardiomyocyten nachgewiesen (Post e a/., 1999).

B-adrenerge Rezeptoren gehdren zu einer Familie von siebenfach Membran-
durchspannenden, G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Nach der Anbindung eines Agonisten
andert der Rezeptor seine Konformation und aktiviert heterotrimere G-Proteine an der

Innenseite der Plasmamembran. Fir diese Aktivierung ist die Interaktion eines Teils der

dritten intrazelluliren Schleife des Rezeptors mit dem C-terminalen Ende der o-Untereinheit

der G-Proteine verantwortlich (De Lean ef al., 1980; Samama ef al., 1993).

NH;' Transmembran

E1 E2 E3 Eg [ mhelix
Exterior m ﬂ/

H1[|H2||H3| |[H4||HE| HE&| [H?

.

Cytosol J —[C_T C—E:__.. Coo™
2

C1

C3
~ Loop

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors

E = Extrazellulire Schleife, C = Cytosolische Schleife, H = Transmembran-Helix

Heterotrimere G-Proteine setzen sich aus etner GDP/GTP-bindenden o-Untereinheit und
den funktionell gekoppelten PBy-Untereinheiten zusammen. Thre Aktivierung beinhaltet den
Austausch des gebundenen GDPs durch GTP und die Dissoziation der o-Untereinheit von
den Membran-gebundenen Py-Untereinheiten. Ga-Proteine regulieren im Herzen
verschiedene Effektoren, wie die Adenylyl Cyclase, Ionen-Kanile und Phospholipasen. Die
Inaktivierung der Go-Untereinheiten erfolgt durch eine intrinsische GTPase-Aktivitit, welche
das gebundene GTP in GDP und Phosphat spaltet. Bisher wurden zahlreiche Varianten von

o-Untereinheiten (unter anderem G,, G;, G,, G, und G) identifiziert. Diese regulieren

2
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verschiedene Eftektoren und wirken je nach Isoform stimulierend oder inhibierend. Bei der B-

adrenergen Signalibertragung kommt es zur Stimulation der Adenylyl Cyclase durch G,o. Im
menschlichen Hetrzen sind zweir Vartanten dieses G-Proteins nachweisbar. Ste haben ein

unterschiedliches Molekulargewicht und entstehen durch alternatives Splicing aus einem

Gen(Monteith ef al., 1995).

(1) Ligand binde\
0

an Rezeptor

Bxtracellulér

3 Untereinheiten
® dissoziieren

@ G-Protein Unter-
einheiten aktivieren
[ inhibieren Bfektoren

\ 5
3
Jo sam

gebundene GTP
a zu GDP und wird
inaktiv

GDP

(___ [6))] GDP wird durch
== ()

- GTPersetzt. ?
{|_——== Galpha ist akt

assoziieren und bilde
ein inaktives G-Protein

Abbildung 2: Aktivierung heterotrimerer G-Proteine

Langezeit galt die Py-Untereinheit der G-Proteine als bloBe Andockstelle fiir die
funktionsausiibende o-Untereinheit. Es zeigte sich aber, dass der fy-Komplex ebenfalls in der
Lage ist Effektoren, wie die Adenylyl Cyclase (Wieland er @, 1991), die P-adrenerge
Rezeptorkinase (BARK) (Pitcher ez al, 1992), die Phospholipase C (Morris und Scarlata, 1997)

oder Tonenkanile (Dascal, 2001) zu stimulieren bzw. zu inhibieren.

Die Adenylyl Cyclase unterliegt einer dualen Regulation durch stimulatorische und
inhibitorische Rezeptoren und G-Proteine, deren Aktivierung sich direkt aut die Synthese des

cAMPs aus emnem ATP-Magnesium-Komplex auswirkt. Insgesamt wurden bisher 8 Adenylyl
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Cyclase-Gene kloniert und charakterisiert (Krupinski ef 2/, 1992). Die dominanten Isoformen
im humanen Herzen sind die AC V und die AC VI, welche eine hohe Homologie zueinander

haben.

Die Bindung eines Agonisten an die B-adrenergen Rezeptoren bewirkt neben der Stimulation
der cAMP-Synthese, einen schnellen negativen Rickkopplungsmechanismus, der eine
Desensitivierung der Rezeptoren zur Folge hat. Diese Desensitivierung wird durch die Protein
Kinase A (PKA) ausgel6st, deren verstirkte Aktivierung durch erhéhte intrazellulire cAMP-
Spiegel zu einer Phosphorylierung des Rezeptors fihrt (Freedman e a4/, 1995). Diese
Phosphorylierung st unabhingig von der Agonisten-Bindung und wird als heterologe
Desensitivierung bezeichnet. Im Gegensatz dazu steht die homologe Desensitivierung, die auf
der Phosphorylierung des Agonisten-gebundenen Rezeptors durch sogenannte G-Protein
gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK/B-ARK) beruht. Bis heute wurden sechs GRK-Gene
kloniert, von denen vier im Herzen exprimiert werden (Letkowitz, 1993; Inglese ez al., 1993).
Die am stirksten exprimierte und am besten charakterisierte Form ist die B-ARK1/GRK2.
Diese Rezeptorkinase ist mit der sarkolemmalen Membran der Kardiomyocyten nicht direkt
assoziiert. Thre Anheftung kommt durch die Interaktion mit der Py-Untereinheit der G-
Proteine zustande (Pitcher ef al, 1992; Koch ez al, 1993). Die Aktivierung der Rezeptoren
durch Liganden-Bindung fuhrt in Sekunden-schnelle zu einer Serin-Phosphorylierung des
Rezeptors durch die GRK2. Dies erméglicht einer Gruppe von cytosolischen Proteinen, den
B-Arrestinen, an den Rezeptor zu binden und seine Interaktion mit den stimulatorischen G-
Proteinen zu verhindern (Ferguson ef al., 1996; Krupnick und Benovic; 1998). Auf lange Sicht

geschen bewirkt eine chronische Stimulation des B-adrenergen Systems eine ,,down-

regulation® der Rezeptoren, ins Besondere des B,-AR. Die ,,down-regulation” beinhaltet
verschiedene Mechanismen zur Kontrolle der Expression der Rezeptoren. Unter anderem
tindet eine Internalisierung der Rezeptoren in Endosomen der Zelle statt (Pippig ez al., 1995;
Kriger et al, 1997, Zhang et al, 1996). Dies fihrt anschliefend zu einer verstirkten
Degradierung des Proteins. Dariiber hinaus konnten steady state-Messungen eine verminderte
Stabilitit der mRINA nachweisen (Hadcock und Malbon, 1988; Hadcock ez 4/, 1989; Danner ef
al., 1998).
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1.1.2 Der Calcium-gesteuerte Kontraktion-Relaxations-Zyklus des

Herzens

Die Kontraktion der Herzmuskelzellen wird durch die Depolarisierung der sarkolemmalen
Membranen ausgeldst. Dies fihrt zu einem Calcium-Einstrom durch Spannungs-abhingige
Calcum-Kanile aus der extrazelluliren Umgebung der Zellen i das Cytosol. Das
eingestromte Calcium aktiviert emnen Calcium-sensitiven Calcium-Kanal (Ryanodin-Rezeptor),
der in der Membran des sarkoplasmatischem Retikulums (SR) lokalisiert ist. Diese Aktivierung
tihrt zu einem starken Ausstrom von Calcrum aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das
Cytosol der Zellen. Die cytosolische Calcium-Konzentration wird daber erhéht. Das
ausgeschuttete Calcium wird durch das Calcium-bindenden Protein Troponin C komplexiert
und ermoglicht so die Aktin/Myosin Interaktion am kontraktilen Apparat. Eine Kontraktion
wird ausgelést. AnschlieBend wird das Calcium durch die sarkoplasmatische Ca-ATPase in das

Innere des SR zuriickgefihrt und in Form von Calcium-Calsequestrin-Komplexen gebunden.

Myacyten

—

o a Membran e —

Calt

Kanal

Sarkoplasma

Q I'a: Euponiarm:"
' aktive Stelle

Abbildung 3: Calcium-gesteuerte Kontraktion des Herzens



Einleitung

Der Abfall der Calcium-Konzentration im Cytosol bewirkt die Relaxation des kontraktilen
Apparats. Ein geringerer Teil des in der Systole ausgeschiitteten Calciums wird durch einen
Natrium-Calcium Austauscher und durch eine ATP-verbrauchende Calcium-Pumpe aus den

Zellen ausgeschleul3t.

Der Calcium-Zyklus wird durch zahlreiche Signalwege in der Herzmuskelzelle beeinflusst.
Durch die Aktivierung der B-adrenergen Signaliibertragung kommt es zur Erhohung der
cAMP-Synthese und zur Aktivierung der cAMP-abhingigen Protein Kinase A (PKA). Dies
hat eine verstirkte Phosphorylierung der sarkolemmalen Calcium-Kanile zur Folge. Der
Einstrom des extrazelluliren Calciums und der Ausstrom aus dem SR nehmen zu. Dariiber
hinaus bewirkt die erhéhte Aktivierung der PKA eine Zunahme der Phosphorylierung eines
Regulators der SR Ca-ATPase, dem Phospholamban.. Die Phosphorylierung dieses
Pentahomomers fithrt zu einer erhéhten Aktivitit der SR Ca-ATPase und somit zu einem
schnelleren Calctum-Influx in das SR. Hierdurch wird die Relaxation und Kontraktion der

Herzmuskelzellen gesteigert.

1.2 Die Herzinsuffizienz

Die Herzinsuttizienz stellt eine der hidufigsten internistischen Erkrankungen dar. Weltweit
wird die Anzahl der Patienten mit Herzinsutfizienz auf dber 10 Millionen geschitzt. Die
Krankheit st altersabhingig und tritt bet Menschen zwischen dem 65. und 75. Lebensjahr mit

einer Haufigkeit von 2-5% auf. Dabei sind Manner hiufiger betrotfen als Frauen.

Der Begrift Herzinsutfizienz bezeichnet die Unfihigkeit des Herzens die Organe ausreichend
mit Blut zu versorgen. Diese unzureichende Leistung des Herzens fihrt unter anderem zu
Atemnot und verminderter Leistungsfihigkeit ber den Patienten. Die Schwere der
Herzinsuttizienz wird in vier Grade unterteilt (NYHA I-1V), die sich nach der Einschrinkung
der korperlichen Leistungstihigkeit richten. Sie reichen von keiner Einschrinkung bet
normalen physischen Belastungen bis zu schweren Finschrinkungen in Ruhe. Faktoren und
Ursachen, welche eine Herzinsuttfizienz auslésen kénnen, sind angeborene Anomalien des
Herzkreislautsystems, chronische Durchblutungsstérungen bei koronaren Herzerkrankungen,
langjihrige Auswirkungen von Herzklappenschidigungen, eigenstindige

Herzmuskelerkrankungen wie z. B. die dilatative Kardiomyopathie, aber auch langjihriger
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Bluthochdruck, schwere Herzmuskelentziindungen oder chronischer Alkoholismus. Dabet
kann man die Ursachen der Herzinsuttizienz in zwei Kategorien unterteilen: Bet den primiren
Ursachen der Herzmuskelschwiche liegt eine eigenstindige, meistens genetisch bedingte
Erkrankung des Herzmuskels selbst zugrunde, bet den sekundiren Ursachen entwickelt sich
die eingeschrinkte Pumpleistung als Folge einer chronischen Uberlastung des eigentlich

gesunden Herzens.

Die Herzinsuftizienz ist durch verschiedene mechanistische und molekulare Verinderungen
charakterisiert. Dazu gehért eine Verminderung der durch Lingeninderung induzierten
Kontraktionskrattzunahme (Frank-Starling-Mechanismus). Dieser Mechanismus bastert auf
einer Erhohung der Calciumsensibilitit kontraktiler Proteine. Dementsprechend ist das bereits
dilatierte Herz durch Verinderung der Funktion kontraktiler Proteine nicht mehr in der Lage,
die Calciumsensibilitit und damit die entwickelte Kraft zu steigern. Weiterhin wird eine
verminderte Kraft-Frequenz-Beziehung (Bowditch-Eftekt) beobachtet. Unter dieser versteht
man die Zunahme der Kontraktionskraft bei Erhéhung der Herzfrequenz. Dies beruht auf
Veranderungen der intrazelluliren Calctumhomdéostase. Die Amplitude des Anstiegs der freien
cytosolischen Calciumkonzentration ist ein Determinator der entwickelten Kontraktionskraft.
Bei Herzinsuftizienz kommt es zu einem Anstieg der diastolischen Calciumkonzentrationen,
was auf einer verminderten Wiederautnahme von Calcum in das sarkoplasmatische Retikulum
tber die SR-ATPase beruht. Deshalb wird in der Systole auch weniger Calcrum an das SR
treigesetzt. Die Funktionseinschrinkung der SR-Ca-ATPase wirkt sich besonders bet einer
Zunahme der Herztrequenz aus, da in der sich verkiirzenden Diastole nicht mehr ausreichend
Calcium in das SR zuriickgeftihrt werden kann. Die Konsequenz ist eine Abnahme der
Kontraktionskraft bei hohen Frequenzen. Zu den molekularen Verinderungen in der
Herzinsuttizienz gehoéren, neben der eingeschrinkten Katecholaminstimulierbarkeit der
Kontraktion, die im folgenden Kapitel niher besprochen werden soll, interstitielle
Verinderungen. Durch chronische Druckbelastungen des Herzens bei Bluthochdruck, aber
auch durch die Zunahme der myokardialen Wandspannung (z.B. nach Myokardinfarkt)
kommt es zu einer Aktivierung von neuroendokrinen Mechanismen und insbesondere zu
einer Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems im Herzen. Das vermehrt
treigesetzte Angiotensin II fihrt iber die Stimulation von AT1-Rezeptoren zu vermehrtem
Wachstum von Fibroblasten (Schnee und Hsueh, 2000). Es entsteht eine Myokardfibrose. Die
Vermehrung der interstitiellen Matrix schrinkt die Dehnbarkeit des Herzens ein, was im

Zusammenspiel mit der Hypertrophie einzelner Herzmuskelfasern zu einer diastolischen
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Dystunktion fthren kann. Dartber hinaus kommt es ber schwerer Herzinsuffizienz und
moglicherweise bei intestinaler Stauung zu einer Aufnahme bakterieller Toxine. Die
Konsequenz ist, dass Zytokine (insbesondere IL.-6 und TNF-alpha) resorbiert werden (Paulus,
1999). Diese fithren zu strukturellen und funktionellen Verinderungen am Herzen und an den
GefiBen. Uberexpression von TNF-alpha in transgenen Tiermodellen fithrt zum Bild einer
dilatativen Kardiomyopathie (Kubota ez a/, 1997). Ein weiterer wichtiger Faktor ist das Peptid
Endothelin, welches vom Herzen freigesetzt wird. Die Freisetzung ist mechanistisch nicht
geklart. Sie bewirkt aber eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems und ist in der Lage,
tber die Stimulation von ETA-Rezeptoren direkt Myokardhypertrophie, Fibrose und
linksventrikuldres Remodelling zu erzeugen (Giannessi ez @/, 2001). Dieses neue System ist
pathophysiologisch  wahrscheinlich relevant und wird in zahlreichen Untersuchungen
bearbeitet. Alle diese Mechanismen weisen eine gewisse Korrelation zur schlechten Prognose

des Syndroms Herzinsuftizienz aut.

1.2.1 Pathophysiologische Verinderungen der B-adrenergen Signaltrans-

duktion in der Herzinsuffizienz

B-adrenerge Rezeptoren

Im insuffizienten Herzen ist die B-adrenerge Signalibertragung eingeschrinkt und somit
cAMP gesteuerte Prozesse gestort. Der erste Schritt der Signaltbertragung stellt die
Aktivierung  der B-adrenergen Rezeptoren durch die Bindung des Agonisten dar.
Vergleichende Untersuchungen explantierter Herzen von Patienten mit terminaler

Herzinsuttizienz mit gesunden Kontrollproben haben ergeben, dass in insuftizienten Herzen
B,-adrenerge Rezeptoren vermindert exprimiert werden (Bristow e¢f al, 1986; Ungerer et al.,
1993; Bristow ez al., 1993). Der B,-AR wird in seiner Expression nicht reguliert, jedoch kommt
es zu einer Entkopplung von seinem Effektor Adenylyl Cyclase (Bohm ez @/, 1997). Dies wird
durch eine gesteigerte Aktivierung der B-ARK (Ungerer ¢ a/., 1993) vermittelt.
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G-Protein gekoppelte B-adrenerge Rezeptorkinase (GRK/BARK)

Die verminderte Expression des B,-AR in der Herzinsuffizienz ist auf eine verstirkte
Desensitivierung und anschlieBende Degradierung des Rezeptors zurtickzutihren und wird
durch eine erhéhte Catecholamin-Freisetzung ausgeldst. An diesem Mechanismus sind die G-
Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK/BARK) beteiligt. Ungerer ez al., (1993) konnten
zeigen, dass in Homogenaten explantierter Herzen von Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz, eine erhéhte Expression und Aktivitit der GRK-Proteine nachweisbar ist.
Im Vergleich zu gesunden Kontroll-Proben war besonders die Expression der GRK2/BARK-
1 erhoht. Die Expressionszunahme der GRKs findet schon in den frithen Stadien der
Krankheit statt. In einem Tierversuch konnte gezeigt werden, dass eine durch Tachykardie
verursachte, milde Herzinsuftizienz bet Schweinen, zu einer Erhéhung der GRK-Aktivitit
tihrte (Ping ez al, 1997). Diese war bereits nach 4 Tagen detektierbar, wogegen sich die

,,down-regulation® der Rezeptoren erst nach 28 Tagen zeigte.

plasma
_-_Af: membrane
BAR mRAMAY ‘\1
R:AR mRNA > ATP Lfg;ﬁﬂ"ular
//" BARK) 1 cAMP

GARK mRNA

Abbildung 4: Regulation von BAR und BARK bei Herzinsuffizienz
(Ungerer et al., 1993)

AC = Adenylyl Cyclase, Gs = stimulatorische G-Protein, BAR = B-adrenerger Rezeptor, BARK = B-adrenerge
Rezeptorkinase

Bislang konnte der Regulationsmechanismus der GRK-Proteine nicht geklirt werden, da sie
kein cAMP-responsive element (CRE) in threm Promotor besitzen und somit nicht direkt

durch cAMP-bindende Transkriptionstaktoren aktiviert werden kénnen (Penn und Benovic,
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1994; Kunapuli ez a/., 1994). Dennoch stellen diese Proteine einen vielversprechenden Ansatz

tir zukinftige Therapien der Herzinsuffizienz dar. In Versuchen an Schweinen fithrte die
Blockierung P-adrenerger Rezeptoren mit einem Antagonisten (B-Blocker: Bisoprolol) zu
einer reduzierten Aktivitit der GRKs und dadurch zu einer Zunahme der P-adrenergen
Stimulation der Adenylyl Cyclase um das zweitache (Ping ez 4/, 1995). Miuse, die einen GRK-

Inhibitor iberexprimierten, zeigten eine verstirkte Kontraktilitit des Herzens und eine bessere
Antwort auf den B-AR Agonisten Isoproterenol (Koch er a/,1995). Dieser GRK-Inhibitor
besteht aus den duBersten 194 C-terminalen Aminosiuren der BARK-1 und kompetiert mit
dem Wildtyp-Protein um die Bindungsstelle an der By-Untereinheit der G-Proteine. Da die
Erhéhung der GRK-Proteine in der Herzinsuftizienz sicherlich zur reduzierten B-adrenergen

Stimulation der Herztunktion beitrigt, stellt dieser Inhibitor eine gute Méglichkeit fir eine

Gentherapie dar.

G-Proteine

Die Signaliibermittler zwischen den B-AR und den Effektoren sind die heterotrimeren G-
Proteine. Die cAMP-Synthese wird durch G,o stimuliert. Dieses Protein wird bet der
Herzinsuftizienz nicht reguliert (Feldman e 4/, 1988; Eschenhagen e al, 1992). Die
Gegenspieler sind die inhibitorischen G-Proteine G,0-2 und 3, die in die Ubermittlung der
negativ inotropen Antwort von muskarinischen Rezeptoren involviert sind. Bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyophatie wurde eine FErhéhung der inhibitorischen G-Proteine
nachgewiesen (Feldman ez a/, 1988; Feldman ez a4/, 1989; Bohm er al, 1994), die mit einer
Erhshung der G,0-2 mRNA korrespondiert (Eschenhagen e 4/, 1992). Im Gegensatz dazu
sind die Ergebnisse, die mittels verschiedener Tiermodelle gewonnen wurden nicht eindeutig.
Diese variieren je nach Tierspezies zwischen einer leichten Abnahme bis zu einer deutlichen
Zunahme des G,0-Gehalts (Calderone e 4/, 1991; Ping and Hammond, 1994; Marzo e 4L,
1991; Kiuchi ez @/, 1993). Die chronische Stimulation der B-adrenergen Rezeptoren fihrte in
verschiedenen Tiermodellen immer zu emer Erhéhung von G;0-2 (Eschenhagen ez 4/, 1991;

Mende ez al., 1992; Muller ez al., 1993).

Die Verschiebung zwischen dem Gleichgewicht stimulierender und inhibierender G-Proteine

trigt sicher zur Pathophysiologie der Herzinsuffizienz bei. Jedoch hat die Uberexpression von
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G.0l1n transgenen Miusen gezeigt, dass es durch eine Erh6hung des stimulierenden Potentials
der cAMP-Regulation ebenfalls zur Ausbildung einer Kardiomyopathie kommt (Iwase e 4/,
1996, 1997).

1.2.2 Behandlung der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuttizienz-Therapie hat das Ziel, die Progression der kardialen Funktionsstérung zu
vermeiden, die Symptome und damit die Lebensqualitit der Patienten zu verbessern,
Komplikationen zu verhindern und die Uberlebenszeit zu verlingern. Hierzu stehen

medikament&se und nichtmedikament&se therapeutische Mallnahmen zur Verfigung,

Die  nicht medikamentése  Therapie  beinhaltet die  Gewichtskontrolle,  die
Ernihrungskontrolle, die Einschrinkung von Alkohol und Nikotin und eine moderate
korperliche Bewegung. Die medikamentdse Behandlung besteht in der Regel in einer
kombinierten Gabe verschiedener Medikamente. Einen hohen Stellenwert nehmen dabet
Inhibitoren des Angiotensin konvertierenden FEnzyms ein (ACE-Inhibitoren). Diese
reduzieren die Nachlast des Herzens durch Senkung des peripheren Widerstands, verhindern
Hypertrophie und Remodelling des Herzens und reduzieren die Letalitit der Krankheit.
Aufgrund der eingeschrinkten Herzfunktion kommt es bet der Herzinsuftizienz oft zu
Flissigkeitsstauungen in der Lunge oder in der Kérperperipherie. Aus diesem Grund werden
oft Diuretika in Kombination mit ACE-Inhibitoren gegeben. Diuretika fihren zu einer
Erhshung der Harnbildung und unterbinden somit Flissigkeitsretentionen im Korper.
Studien haben gezeigt, dass sie eine signifikante Gewichtsabnahme und Beschwerdebesserung

der Patienten herbeifiihren.

Wichtig fir die Behandlung der Herzinsuftizienz sind Herzglykoside (Digitoxin, Digoxin).
Diese wirken tiber die Hemmung der Na'/K'-ATPase positiv inotrop, senken die
Herztrequenz und hemmen die sympathische, adrenerge Aktivierung. Antikoagulationsmittel
werden ebenfalls verabreicht, da sie das Risiko einer Embolie durch einen Thrombus

vermindern.

Die Behandlung mit sogenannten B-Blockern nimmt zunehmend einen groBlen Stellenwert in
der Therapie von Patienten mit Herzinsuftizienz ein. Verschiedene Studien konnten zeigen,

dass eine vorsichtig eingeleitete B-Blocker Therapie zu einer Verbesserung der links-
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ventrikuliren Pumpfunktion fiihrt. Dies konnte fiir 3;-selektive Blocker, z.B. Metoprolol und
Bisoprolol, und fiir vasodilatierende (o,-Blockade) nicht-selektive B-Blocker, z.B. Carvedilol,

gezeigt werden. Unter B-Blocker-Therapie waren im Vergleich zu Placebo-behandelten
Patienten weniger stationidre Behandlungen und Herztransplantationen erforderlich (CIBIS II
und MERIT-HF-Studie). Eine erst kirzlich erschienene Studie (COPERNICUS), bet der
insgesamt 2.292 herzinsuftiziente Patienten (Stadrum NYHA IV) mit Carvedilol oder Placebo
behandelt wurden, zeigte das die Ein-Jahres-Mortalitit durch Carvedilol um 35% gesenkt
werden konnte. Dieser statistisch hochsignifikant Unterschied konnte selbst in

Hochrisikogruppen beobachtet werden.

1.3 Die Nukleosid Diphosphat Kinasen

Die Familie der Nukleosid Diphosphat Kinasen (NDPK) besteht im Menschen aus 8
homologen Genen (nm23H1-nm23H8). Diese lassen sich aufgrund ihrer DNA- und
Aminosdure-Sequenzen in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe bilden nm23H1,
nm23H2, DRnm23 und nm23H4. Diese vier Gene weisen eine Homologie von 58-88% tiber
die gesamte Linge threr kodierenden Sequenzen auf. Ihre Proteine werden als NDPK A-D

bezeichnet.

—— nm23H1

nm23H?2

DR-nm23

nm23H4

Abbildung 5: Phylogenetischer Baum der NDPK-Gene
(Lacombe ez al., 2000)
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Nm23H5-nm23H8 bilden die zweite Gruppe der Nukleosid Diphosphat Kinasen. Diese Gene
wurden hauptsichlich durch EST-Datenbanksuche identifiziert (Munier ez al., 1998; Mehus ef
al, 1999). Uber Thre Funktion ist bisher nur wenig bekannt. Im Gegensatz zu den ubiquitir
exprimierten Proteinen der Gruppe 1 zeigen die Mitglieder der Gruppe 2 eine nahezu
ausschlieflliche Expression in Testis-Gewebe. Weiterhin unterscheiden sie sich durch diverse
Insertionen in der kodierenden Sequenz. Im Folgenden soll auf diese zweite Gruppe der

NDPK-Familie nicht weiter eingegangen werden.

1.3.1 Enzymatische Aktivitit und Struktur der NDPK-Familie

Ein wesentliches Charakteristtkum der ersten Gruppe der NDPK-Familie st ihre
enzymatische Aktivitit (Lascu und Gonin, 2000). Diese Aktivitit besteht in der Ubertragung
einer Phosphatgruppe von 5'-Nukleosidtriphosphaten auf 5'-Nukleosiddiphosphate. Die
Reaktion lduft Giber die Bildung eines NDPK-Phosphointermediats. Die NDPK st in der
Lage diverse Nukleotide, Desoxynukleotide (Schaertl ez @/, 1998) und in geringerem Ausmal3
Didesoxynucleotide (Schneider ez /., 1998) umzusetzen. Die physiologisch wichtigste Reaktion
ist jedoch die Phosphorylierung von GDP zu GTP unter Verbrauch von ATP. Fir die ATP-
Synthese in der Zelle spielt die NDPK keine Rolle. Essentielle Co-Faktoren dieser Reaktion

sind zwetwertige Kationen, insbesondere Magnesium (Colomb ef a/., 1969).

Mg*N, TP + NDPK-His < Mg*N,DP + NDPK-His-P  (la)

Mg*N,DP + NDPK-His-P «» Mg*N, TP + NDPK-His (1b)

Mg*N, TP + Mg*N,DP & MgN,DP  + Mg*N,IP (1)

Die, im aktiven Zentrum liegende Aminosaure Histidin dient als Phosphatibermittler und ist
Bestandteil eines ,\NDPK active site motifs”, welches durch die neun Aminosiuren
NXXHG/ASD charakterisiert ist und evolutionir hochkonserviert wurde. Die Einfithrung
verschiedenen Punktmutationen hat gezeigt, dass dieses Motiv entscheidend fiir die Katalyse
und die Stabilitit des Proteins ist. Zusitzlich besitzen die NDPK Proteine ein Leucin-Zipper-

dhnliches Motiv und eine RGD-Domine. Die Funktionen dieser beirden Motive sind bislang
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nicht bekannt. Leucin-Zipper sind normalerweise typisch  fir DNA-bindende
Transkriptionstaktoren (Klug, 1995) und RGD-Dominen dienen den Proteinen zur

Interaktion mit der Integrin-Superfamilie (Akiyama, 1996).

Die Proteine NDPK A-D besitzen dhnliche kinetische Eigenschatten (Gonin ez 4/, 1999) und
sind in gereinigter Form in der Lage miteinander Hetero-Oligomere zu bilden (Erent er 4/,
2001). Die wahrscheinlich wichtigste physiologische Form ist die eines Hexamers. Bisher
konnte jedoch die genaue Zusammensetzung der ,natirlich® vorkommenden NDPK nicht
entschlisselt werden. Dies hangt vermutlich auch mit threr komplexen Verteilung in der Zelle
zusammen. Sie wurde bisher im Cytosol, in Mitochondrien und Membran-stindig
nachgewiesen. Eine Ausnahme bildet die nukleire NDPK, die als NDPK B-Homodimer
beschrieben wurde (Kraeft ez 4/, 1996; Pinon ez a/., 1999).

Bisher st jedoch nicht klar, wozu diese Diversifikation der NDPK-Proteine und ihre
komplexe Kompartimentierung dient. In den folgenden Kapiteln werden durch nihere

Charakterisierung einzelner Isoformen, mégliche Antworten aut diese Fragestellung gegeben.

1.3.2 nm23H1

Das nm23H1 Gen wurde erstmals bei ditferentiellen Hybridisierungsexperimenten entdeckt
(Steeg et al, 1988). Diese Experimente basterten auf einem Vergleich von cDNAs einer
murinen Melanom-Zellinie mit hohem und mit niedrigem Metastasepotential. Die Expression
von nm23 (non metastatic clone 23) war in der stark Metastasen-bildenden Zellinie deutlich
reduziert. In folgenden Studien wurde versucht eine Korrelation zwischen der Fihigkeit zur
Bildung von Metastasen verschiedener Krebsarten und dem Expressionsniveau von nm23H1
herzustellen (Hartsough and Steeg, 2000). Die intensivsten Studien wurden an
Brustkarzinomen und Melanomen angestellt. In den meisten Fillen konnte eine inverse
Beziehung zwischen der Aggressivitit der Metastasen und der mRNA, bzw. dem Protein-
Gehalt von nm23H1 nachgewiesen werden. Von 24 Brust-Karzinom Studien zeigten 18 eine
statistisch signifikante Korrelation zwischen einer verminderten nm23H1 Expression und
mindestens einem Aspekt zur Beurtellung der Aggressivitit der Metastasen-Bildung (z.B.
Metastase-Fretheit,  Status  der  Lymphknoten,  Expressionsmuster  bestimmter
Hormonrezeptoren im Primirtumor). Jedoch lisst sich aus diesen Studien ebentfalls ableiten,

dass nm23H1 kein unabhingiger Faktor fur die Prognose von Brustkarzinomen ist. Weiterhin
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zeigte sich bei verschiedenen Transfektionsstudien von nm23H1 und nm23H2 in Tumor
Zellinien ein deutlich vermindertes Potential (40-100%) zur Metastasenbildung der re-
injizierten Zellen in immundetiziente Nacktmiuse. Aber auch hier ergab sich kein einheitliches
Bild. Die Art und Weise, wie nm23H1 die Metastasen-Bildung von Tumorzellen beeinflussen

soll, 1st bis heute weitest gehend ungeklirt.

1.3.3 nm23H2

nm23H2 besitzt die héchste Homologie von ca. 88% zu nm23H1 ( Stahl ez a/, 1991). Beide
Gene liegen in Tandem auf Chromosom 17q21 (Backer ez al, 1993). Dies veranlasste
Spekulationen tber eine mogliche Genduplikation eines Ur-NDPK Gens im Laufe der
Evolution. Diese Annahme wird durch die Tatsache gesttitzt, dass in Prokaryonten ( z.B. ndk-
Gen von E. co/) und niederen Eukaryonten nur eine NDPK-Isoform existiert (Hama ez 4/,
1991; Jong und Ma, 1991; Izumiya und Yamamoto, 1995). Hierbei stellt sich erneut die Frage
nach dem Grund der Komplexitit der NDPK in Vertebraten. Vor allem unter dem Aspekt,
dass eine Deletion des ndk-Gens in E. co/ keinen Einfluss auf die Viabilitit der Bakterien
hatte (Lu ez al., 1995). Trotz der hohen Homologie zwischen nm23H1 und nm23H2 scheint es
Unterschiede in der Funktion der Proteine zu geben. Im Folgenden soll ein Beispiel fiir eine

nm23H2 spezifische Funktion gegeben werden.

Der Transkriptionfaktor PuF

1989 isolierten Postel und Mitarbeiter aus einer cDNA-Expressionsbibliothek das Protein
PuF, welches iz vitro an ein 104bp langes DNA-Fragment des c-myc Promotors bindet. Dieses
Fragment ist ein positiv-regulierender Abschnitt des c-myc Gens. Er zeichnet sich durch eine
Homopurin/Homopyrimidin-haltige Sequenz aus, die in der Lage ist intermolekulare Tripel-
DNA-Strukturen zu bilden (Postel ez a/, 1991). Zusitzlich besitzt das Fragment eine
Schnittstelle fir die DNasel und mehrere S1-Nuklease Hypersensitive Elemente, die dem
gesamten Abschnitt des Promoters den Namen NHE (nuclease-hypersensitive element)
gegeben haben. Das isolierte, NHE-bindende Protein stellte sich nach Sequenzierung als
nm23H2 heraus (Postel ef 4/, 1993). In nachfolgenden Arbeiten ist es gelungen nachzuweisen,

dass nm23H2/PuF in vitro und #n vivo die Funktion eines positiv-regulierenden Faktors der
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Transkription des c-myc Gens hat (Berberich und Postel, 1995; Postel ef /., 1996). In vitro
Rekonstitutions-Assays mit rekombinantem, gereinigtem nm23H2/PuF zeigten jedoch eine
deutlich verminderte transkriptionelle Aktivitit im Vergleich zu Versuchen, die zusitzlich
PuF-depletierte Zellkernfraktionen mit einschlossen. Aullerdem war PuF nicht in der Lage mit
der RNA-Polymerase zu interagieren. Daraus wurde geschlossen, dass nm23H2 zwar einen
positiv-regulierenden Einfluss auf die Transkription des c-myc Gens hat, aber in dieser
Funktion abhingig von anderen Transkriptionstaktoren ist. Ji und Mitarbeitern (1995)
konnten diese Beteiligung von nm23H2 bei der Transkription des c-myc Gens bestitigen. Thre
Untersuchungen an Burkitt Lymphom Zellen, die eine chromosomale Translokation des c-
myc Gens in unmittelbarer Nihe der Immunglobulin-Gen Loci besitzen, zeigten, dass das c-

myc Gen uber das Regulator-Element NHE durch nm23H2/PuF positiv reguliert wird.

Im Verlauf dieser Forschungsarbeiten stellte sich die Frage nach der Bedeutung der NDPK-
Aktivitit fir die transkriptionelle Aktivierung des c-myc Gens. Iz vitro Experimente mit der
inaktiven nm23H2-H118F Mutante zeigten keine Beeintrichtigung der transkriptionellen
Aktivierung des c-myc Gens (Postel und Ferrone, 1994). Mutationsstudien von nm23H2/PuF
ergaben, dass die Aminosduren Arginin 34, Asparagin 69 und Lysin 135 entscheidend fiir die
DNA-Bindung an das NHE-Fragment sind (Postel e a4/, 1996). Die beiden letzten
Aminsduren sind zwischen nm23H1 und nm23H2 nicht konserviert. Dies erklart
moéglicherweise das Unvermégen von nm23H1 die Transkription von c-myc zu beeinflussen.
Jedoch konnten weitere Zielgene der transkriptionellen Aktivierung von nm23H2/PuF und
auch von nm23H1 identifiziert werden. Dazu gehéren unter anderem wichtige Gene der
myeloischen Difterenzierung (Myeloperoxidase, CD11b und CCR5, Rooney ez 4/, 1999) und
das Gen des Wachstumstaktors PDGF A (Liu ez a/., 1999).

Eine weitere Besonderheit von nm23H2 st die Fahigkeit Sequenz-spezitisch DNA zu
schneiden. Von Postel ez a/, (1999) wurde nachgewiesen, dass nm23H2 als Endonuklease fir
NHE Sequenzen fungert. Dabei kommt es zu einem Doppelstrangbruch der DNA und einer
kovalenten Bindung von DNA und nm23H2. Inwiefern diese Fahigkeit in Zusammenhang

mit der NDPK-Aktivitit und der Transkriptionsftaktor-Aktivitit steht st unklar.
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Der I-Faktor

1992 isolierten Okabe-Kado und Mitarbeiter einen sogenannten Inhibitor der Ditferenzierung
(I-Faktor) aus dem konditionierten Medum emner Differenzierungs-resistenten murinen
myeloischen Leukidmie-Zellinie (M1). Dieses Protein war in der Lage die Difterenzierung einer
Induktions-sensitiven M1-Zellinie zu verhindern. Die Difterenzierung dieser Zellen wird
normalerweise durch verschiedene Induktoren (z.B. Dexamethason) ausgeldst und fithrt zur
Bildung von Makrophagen und Granulozyten. Der gereinigt I-Faktor hatte ein
Molekulargewicht von ca. 17 kDDa und erwies sich nach seiner Sequenzierung als murines
nm23H2. In folgenden Untersuchungen zeigten Okabe-Kado und Mitarbeiter (1995), dass
nm23H1 und nm23H2 der Ratte und des Menschen ebenfalls I-Faktor Aktivitit hatten. Diese
Inhibition der Ditferenzierung war unabhingig von der Nukleosid Diphosphat Kinase
Aktivitat, da die Punktmutation der Aminosiure Histidin im aktiven Zentrum von nm23H2
keine Auswirkung auf die I-Faktor Aktivitit hatte. Durch die Expression verschiedener
Deletionsmutanten waren die Autoren in der Lage, den fiir die I-Faktor Aktivitit notwendigen
Abschnitt aut die dullersten 60, N-terminalen Aminosiduren einzugrenzen. Die I-Faktor
Aktivitit der NDPK setzt die Sezernierung des Proteins voraus, welches jedoch kein

bekanntes Signal fiir den Export aus der Zelle hat.

1.3.4 DR-nm23

Das DR-nm23 Gen wurde bei differentiellen Hybridisierungsexperimenten von cDNA einer
chronisch-myeloischen Leukimie Zellinie (Venturelli ez a/, 1995) identifiziert. Die Homologie
der DNA-Sequenz mit nm23H1 und nm23H2 betrigt 70%, die Homologie der Aminosiure-
Sequenz betrigt 65%. Korrespondierend zu nm23H1 und nm23H2 sind Aminosduren
hochkonserviert, die fir die Interaktion mit anderen NDPK Proteinen (S61) und die
Nukleosid Diphosphat Kinase Aktivitit (H134, S136) entscheidend sind. Dartiber hinaus
besitzt DR-nm23 ebentfalls ein Leucin-Zipper-dhnliches Motiv und eine RGD-Domine. Eine
zusitzliche Besonderheit von DR-nm23 stellt das stark hydrophobe N-terminale Ende von 17
Aminosduren dar. Homologe Gene wurden bislang in der Maus und in der Ratte

nachgewiesen.

1995 zeigten Venturelli und Mitarbeitern, dass in den frihen Stadien der Differenzierung von

myeloischen CD34+ haematopoetischen Vorliuferzellen, DR-nm23 stark exprimiert wird und
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die Expression im Verlaut dieses Prozesses deutlich abnimmt. Diese Beteiligung von DR-
nm23 an Differenzierungsprozessen wird gestiitzt durch Uberexpressions-Experimente von
DR-nm23 in I1.-3-abhingigen myeloischen Vorliuferzellen (32Dcl3). Die Uberexpression von
DR-nm23 inhibiert in diesen Zellen die G-CSF (Growth-Colony Stimulating Factor)
abhingige Differenzierung und fihrt statt dessen in die Apoptose (programmierter Zelltod).
Die Grundlage dieses Mechanismus ist noch ungeklirt. Jedoch wurde von Venturelli und
Mitarbeitern (2000) nachgewiesen, dass die Inhibition der Ditferenzierung und die Einleitung
der Apoptose in diesen Zellen unabhingig von der NDPK Aktivitit 1st. Mutationen von
Aminosduren des aktiven Zentrums (Histidin 134 bzw. des Serin 136) hatten keinen Finfluss
aut die apoptotischen Vorginge. Im Gegensatz dazu kam es zur ungehinderten
Differenzierung bei der Uberexpression der ,Interaktions“-Mutante S61 und der deletierten
RGD-Mutante. Ein wichtiger Faktor zum Verstindnis der Wirkungsweise von DR-nm23 ist
die Lokalisierung des Proteins in der Zelle. DR-nm23 wurde zunichst als cytosolisches
Protein beschrieben, da die Uberexpression eines DR-nm23/GFP-Fusionsproteins eine
punktuelle Firbung des Cytosols von Zellen bewirkte. Vertfeinerte Zellfraktionierungen
ergaben jedoch, dass uberexprimiertes DR-nm23 in cytosolischen Fraktionen, leichten
(150000g) und schweren (10000) Membranen muriner Neuroblastom-Zellen nachweisbar war.
In diesen Zellen fiihrte eine Uberexpression zu einer verstirkten Differenzierung der Zellen.
Negront und Mitarbeiter (2000) exprimierten zusitzlich verschiedene DR-nm23 Mutanten in
diesen Zellen tber. Interessanterweise war die Verteilung abhingig von der Art der Mutation.
Das Wildtyp-Protein und die maktive Mutante fanden sich in allen drei Fraktionen wieder. Die
nm?23-Interaktionsmutante (S61) und das im RGD-Motiv deletierte Protein konnte nicht in
den leichten Membranen nachgewiesen werden. Diese Mutanten, aber auch die inaktive Form,

waren in diesen Experimenten nicht in der Lage mit nm23H1/nm23H2 zu interagieren.

1.3.5 nm23H4

nm23H4 wurde erstmals aus einer humanen Magen-cDNA-Bibliothek isoliert (Milon ez @/,
1997). Es wird hauptsichlich in der Prostata, im Herz, in der Leber und im Skelettmuskel des
Menschen exprimiert. Das Gen besitzt eine Homologie von 56% zu nm23H1, 55% zu
nm23H2 und 60% zu DR-nm23. Wie schon fir DR-nm23 beschrieben, weil3t nm23H4 eine

zusitzliche N-terminale Sequenz von 33 Aminosduren auf. Diese zusitzliche Sequenz
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beinhaltet stark positiv geladene Aminosduren, die fir den Export eines Proteins in die
Mitochondrien  charakteristisch  sind.  Milon und Mitarbeiter  (2000) wiesen in
Transtektionsexperimenten von 293 HEK-Zellen erstmals die mitochondrielle Lokalisierung
eines Uberexprimierten NDPK D/GFP-Fusionsproteins nach. Die Experimente zeigten eine
ausschliefliche Lokalisierung der NDPK D in den Mitochondrien. Dieser Befund konnte
durch Western Blot Experimente bestitigt werden. Dariiber hinaus konnten Milon und
Mitarbeiter zeigen, dass die zusitzliche 33 Aminosiduren-lange, N-terminale Sequenz wihrend
des Transports in die Mitochondrien abgespalten wird. Dieses trunkierte Protein liegt in den
Mitochondrien an die dullere und innere Mitochondrienmembran assoziiert vor. Die Art der
Assoziation ist jedoch nicht bekannt. Das Vertetlungsmuster der NDPK D weist starke
Ahnlichkeit mit dem mitochondrieller Porine auf, welche an den Kontaktstellen von dulerer
und innerer Mitochondrienmembran lokalisiert sind. Homologe Gene zu nm23H4 konnten
bislang in der Ratte, in der Taube und im Huhn nachgewiesen werden. Somit ist die NDPK D
(nm23H4) die einzige Isoform, die eine, nur auf ein Kompartiment beschrinkte Lokalisierung

aufweillt. Ihre genaue Funktion in den Mitochondrien ist jedoch nicht bekannt.

1.3.6 NDPK und G-Protein vermittelte Signaltransduktion

Die Mitglieder der NDPK-Familie beeinflussen die Proliferation, die Entwicklung, und die
Ditterenzierung unterschiedlicher Zelltypen. Diese Prozesse werden ausgelést durch die
Aktivierung von Rezeptoren an der Obertliche der Zellen. An der intrazelluliren
Weiterleitung des Signals sind verschiedene Signalkaskaden beteiligt, die untereinander
vernetzt sind. Heterotrimere G-Proteine spielen dabei eine wichtige Rolle. Diese Proteine sind
an der Plasmamembran lokalisiert und werden durch die Familie der siebenfach Membran-
durchspannenden Rezeptoren aktiviert. Thre Finteillung erfolgt abhingig davon, ob sie ihre
Effektoren stimulieren oder inhibieren. Aktive G-Proteine setzen sich aus einem Membran-
gebundenen Py-Dimer und einem dissoziierten o-Monomer mit gebundenem GTP
zusammen. Nach der Regulation ihres Eftektors, spaltet die intrinsische GTPase Aktivitit der

o-Untereinheit GTP in GDP und freies Phosphat. Die inaktive o-Untereinheit reassozitert

mit dem By-Dimer an der Plasmamembran.
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Die Lokalisation der NDPK an der Plasmamembran und die von ihr katalysierte Synthese von
GTP aus GDP und ATP lassen vermuten, dass die NDPK thren Einfluss auf zellulire

Prozesse durch die Aktivierung von G-Proteinen ausiibt.

Kimura und Shimada (1983; 1985; 1986; 1988; 1990) wiesen nach, dass die Aktivierung der
Adenylyl Cyclase in Anwesenheit von GDP auf eine Interaktion der Membran-gebundenen
NDPK mit dem stimulatorischen G-Protein zuriickzutiihren ist. Die Autoren zeigten, dass die
Membran-gebundenen NDPK zwar nur einen geringen Anteil an der gesamten NDPK in der
Zelle hat, aber dass diese Bindung sehr resistent gegentuber verschiedenen

Solubilisierungsmethoden ist. Weiterhin 1st es den Autoren gelungen in Co-Immun-

prazipitationen G,0-Proteine und NDPK gemeinsam zu isolieren.

Verschiedene andere Arbeiten wiesen ebenfalls auf eine Beteiligung der NDPK an der
Regulation G-Protein gekoppelter Effektoren hin. Dazu gehérte die Aktivierung der Adenylyl
Cyclase in den Membranen humaner Thrombocyten (Jakobs und Wieland, 1989), die
Aktivierung der NADPH-Oxidase in HL-60 Zellen (Seifert e a/., 1988), sowie die Aktivierung
muskarinischer Kalium-Kanile in atriellen Zellen (Otero ef al, 1988; Heidbuchel ef a/, 1993)
und die Stimulation der Phospholipase D in Thrombocytenmembranen des Kaninchens ( Fan

et al., 1994).

Mogliche Mechanismen der G-Protein Aktivierung durch die NDPK

Unterschiedliche Mechanismen der G-Protein Aktivierung durch die NDPK wurden
diskutiert. Diese reichen von der einfachen Bereitstellung von GTP durch die NDPK, bis zu

einer direkten Phosphorylierung am G-Protein gebundene GDP.

Im Hinblick aut die hohe intrazellulire GTP-Konzentration von 0.3-2mM (Kleinecke ez 4/,
1979; Geisbuhler e @/, 1984) und die im Verhiltnis dazu niedrige Dissoziationskonstante des
GTPs im G-Protein von 0.3uM (Gilman, 1987) erscheint die alleinige Synthese von GTP
nicht ausreichend fir eine physiologisch relevante Regulation. Die Vermutung, dass diese
Ubertragung in einem GTP-armen oder -freien Signaltransduktions-Kompartiment der
Plasmamembran stattfindet und somit abgeschirmt ist gegen den hohen intrazelluliren GTP-

Spiegel, konnte ebentalls nie belegt werden.

Eine weitere Hypothese, die mit grolem Enthusiasmus verfolgt wurde befasste sich mit der

Mboglichkeit der direkten Phosphorylierung des am inaktiven G-Protein gebundenen GDPs
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durch die NDPK (Kikkawa ez @/, 1990; Randazzo ef al., 1991; Ruggiert und McCormick, 1991;
Zhu et al, 1999). Diese schloss nicht nur die Aktivierung der heterotrimeren G-Proteine mit
ein, sondern auch die Gruppe der kleinen G-Proteine, die ebenfalls wichtige Signalibermittler
sind. Dies konnte jedoch aus verschiedenen Grunden nicht aufrecht erhalten werden. Die
Experimente basierten meist auf einer Beladung gereinigter G-Proteine mit radioaktivem
GDP und der anschliefenden Inkubation mit gereinigter NDPK und einem Phosphat-Donor.
AnschlieBend wurde das eingesetzte, markierte GDP vom gebildeten GTP mittels
Dinnschichtchromatographie getrennt. Diese Versuche liefen jedoch auller Acht, dass G-
Proteine gebundenes GDP spontan freisetzen (Lutz ef a, 2001) und dieses als Substrat tiir die
NDPK dienen kann. Eine weitere Fehlerquelle bestand darin, dass auch nach Abbruch der
Versuchsinkubation eine nachtrigliche Freisetzung des GDP aus dem G-Protein und dessen
Phosphorylierung durch die NDPK méglich war (Randazzo e 4/, 1992). Ein weiteres
gewichtiges Argument gegen die direkte Phosphorylierung des GDPs betriftt die Struktur der
beteiligten Proteine. Das katalytische Zentrum der NDPK befindet sich in einer tiefen
Einsttlpung des Proteins und 1st somit nicht leicht zuginglich (Janin et al., 2000), ebenso wie
das im inaktiven, heterotrimeren G-Protein gebundene GDP. Dieses ist durch eine helikale
Proteindomine der o-Untereinheit und durch das gebundene By-Dimer abgeschirmt (Sprang
1997).

Der  wahrscheinlichste  Mechanismus — bastert  auf der Phosphorylierung  eines
Phosphattibermittlers durch die NDPK. In diesem Zusammenhang wird die B-Untereinheit
der G-Proteine diskutiert. Diese st in der Lage ebenfalls Transphosphorylierungen
auszufihren und dadurch Effektoren der G-Proteine zu regulieren (Wieland e 4/, 1991; 1992;
1993, Klinker und Seitert, 1999). Bislang konnte jedoch in vivo noch kein eindeutiger Beweil3

tir diese Hypothese erbracht werden.
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2. Voraussetzung und Ziele

Die vorliegende Arbeit basterte aut Untersuchungen (Niroomand ez 4/, 1997) zur Regulation
der kardialen Adenylyl Cyclase Aktivitit durch Guanin-Nukleotide. Steigende GDP-
Konzentrationen bewirkten eine Zunahme der Adenylyl Cyclase Aktivitit, die in threr Héhe
vergleichbar war mit der Stimulation durch einen B-adrenergen Rezeptor Agonisten und GTP.
Der Verlaut der GDP-Stimulation liel3 sich jedoch in zwei Phasen unterteilen, wobei die
zweite Phase durch den kompetitiven NDPK-Hemmstoft UDP fast vollstindig unterdriickt
wurde. Der erste Anstieg resultierte aus der Inaktivierung von inhibitorischen G-Proteinen

und wurde deshalb durch UDP nicht beeinflusst.
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Abbildung 6: GDP-abhingige Stimulation der Adenylyl Cyclase
(Niroomand ez al., 1997)

Daraus wurde geschlossen, dass die zweite Phase der GDP-abhingigen Adenylyl Cyclase
Stimulation auf einer Transphosphorylierung von GDP zu GTP durch die NDPK beruhte.
Dartber hinaus hatten niedrige GDP-Konzentrationen und zusitzliches GTP nicht den
selben Effekt und der Einfluss von GDP wurde durch einen B-adrenergen Rezeptor

Agonisten nicht verandert.
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Basterend auf diesen Ergebnissen lag dieser Arbeit die Hypothese zu Grunde, dass im Herzen
zwel verschiedene Mechanismen der Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen existieren.
Erstens, ein durch Liganden-Bindung aktivierter Rezeptor bewirkt den Austausch von GDP
mit GTP an der o-Untereinheit des G-Proteins. Diese dissozitert und reguliert thren Effektor,
in diesem Fall die Adenylyl Cyclase. Und zweitens, die Sarkolemm-gebundene NDPK
aktiviert, durch Phosphorylierung von GDP zu GTP, G-Proteine unabhingig von einem
Rezeptor und reguliert dadurch die Adenylyl Cyclase Aktivitit.

Rezeptor
unabhdngige
Aktivierung

ATP
Rezeptor
abhdngige CAMP +/-
Aktivierung

Abbildung 7: Aktivierung heterotrimerer G-Proteine durch die NDPK
(Lutz et al., 2001a)

Giss = 0-Unteremnheiten der inhibitorischen (i) und stimulatorischen (s) G-Proteine

Das Ziel dieser Arbeit war es die NDPK-abhingige Aktivierung von G-Proteinen und deren
Eftektoren 1mm Herzen nachzuweisen und thre Rolle i der Pathophysiologie der

Herzinsuffizienz zu untersuchen
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3. Material und Methoden

3.1 Material fiir proteinbiochemische Methoden

Feinchemikalien:

Die verwendeten Feinchemikalien (Nukleotide etc) wurden von den Firmen

Roche/Boehringer Mannheim, Sigma und Biolog bezogen.

Radiochemikalien:

[a-*P]-ATP: 3000Ci/mmol, 111TBq/mmol (NEN)

[a-**P]-dCTP: 3000Ci/mmol, 111'TBq/mmol (NEN)

[8-"H]-GDP: 11.3Ci/mmol, 418GBq/mmol (Amersham Pharmacia)
[*I]-Cyanopindolol: 2200Ci/mmol, 81.4TBq/mmol (NEN)

Chemikalien:

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck, Sigma, Calbiochem,

Serva und ICN bezogen.

Sonstiges:

Nitrocellulose: Protran Schleicher und Schuell

Sekundirantikorper: Goat Anti-Maus IgGG (H+L)-HRP Konjugat (Biorad)
Goat Anti-Rabbit IgG1-HRP-Konjugat (Sigma)

Protein-Marker: Broad Range, ungefirbt (Biorad)
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Priparation sarkolemmaler Membranen aus Herzmuskelgewebe

(Jones, 1988)

Aus explantierten Herzen von Patienten mit terminaler Herzinsuftizienz wurde die frete Wand
des linken und des rechten Ventrikels, sowie das Septum pripariert. In den Tierversuchen
wurden dret komplette Ratten-Herzen fur die Membranpriparation verwendet. Die
Gewebestlicke hatten ein Gewicht von 3-40g. Sie wurden wihrend des Transports in
eiskaltem Puffer]l gelagert, anschlieBend in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur
weiteren Aufarbeitung bei —80°C gelagert. Die anschlieende Priparation der sarkolemmalen
Membranen wurde mit vorgekihlten Puffern und Materialien bei 4°C durchgefithrt. Simtliche

Zentrifugationen fanden in vorgekiihlten Rotoren der Firma Beckman bei 4°C statt.

Zuerst wurde das aufgetaute Herzmuskelgewebe mit einer Schere fein zerkleinert,
anschliefend wurde es in 100ml Putferl dreimal 15sec mit einem Polytron mit 20000rpm
homogenisiert. 5ml dieses Homogenats wurde abgenommen und iiber eine dreifach gelegte
Gaze filtriert, aliquotiert und in flissigem Stickstoft eingefroren. Das restliche Homogenat
wurde in einem JA10-Rotor mit 21500g fiir 30min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet erneut in 100ml PutferI dreimal 15sec mit 20000rpm homogenisiert und
danach wieder mit 21500g fir 30min zentrifugiert. Anschliefend wurde das Pellet in 150ml
PutterIl dreimal 15sec mit 20000rpm homogenisiert und abermals zentritugiert. Nach der
tolgenden Homogenisierung mit 20000rpm fir dreimal 30sec in 26ml PutterIl wurde das
Homogenat erneut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend iiber eine dreifach
gelegte Gaze filtriert und der letzte Homogenisierungsschritt wiederholt. Die filtrierten
Uberstinde wurden in der Ultrazentrifuge in einem Festwinkelrotor (Beckman Ti60) mit
55000¢ fur 40min pelletiert. Das Pellet wurde in 5ml H,O mit einem Glas/Glas-
Homogenisator mit 20 Stéf3en resuspendiert und anschliefend mit 5ml PutterIIl vermischt.
Dariber wurde ein diskontinuietlicher Saccharose-Gradient, bestehend aus 7ml PufferlV und
7ml PufferV gelegt. Dieser Saccharose-Gradient wurde 70min mit 370000g in einem
Festwinkelrotor zentritugiert. Nach der Zentrifugation hatte sich eine weille Schicht zwischen
der oberen und der mittleren Saccharose-Phase gebildet. Diese wurde vorsichtig mit einer

Pipette abgenommen und anschlielend auf 30ml mit HyO aufgefillt. AbschlieBend wurden
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die gereinigten sarkolemmalen Membranen mit 170000g fir 30min pelletiert. Das
Membranpellet wurde in einem variablen Volumen (0.5-2ml) PufferV mit einem Glas/Glas-
Homogenisator resuspendiert. Die sarkolemmalen Membranen wurden aliquotiert und in

flissigem Stickstoff eingefroren. Alle Proteinproben wurden bei —80°C gelagert.

3.2.2 Cytosol-Priparation

Die priparierten Homogenate wurden fiir 60min mit 100000g in einem Festwinkelrotor in der
Ultrazentrifuge bei 4°C zentrifugiert. Der cytosolische Uberstand wurde abgenommen und
aliquotiert. Das Pellet wurde dreimal mut Pufter] gewaschen und anschlielend in Pufter] mit
einem Polytron resuspendiert. Diese partikulire Fraktion wurde ebenfalls aliquotiert.

Samtliche Fraktionen wurden in flissigem Stickstoft eingefroren und bei —80°C gelagert.

3.2.3 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen wurden nach dem Verfahren von Bradford mit einer 5-fach
konzentrierten Gebrauchslésung der Firma Biorad bestimmt. Dazu wurden die Proteine
zundchst mit 0.1M NaOH fir 20min inkubiert. Dies gewihrleistete eine bessere
Solubilisierung  von Membranproteinen und somit eine exakte Bestimmung der
Proteinkonzentration. Fur die Protein-Standardrethe wurden 0, 2, 4, 6 und 8ug BSA (Fraktion
V) in Iml Gesamtvolumen in Halbmikro-Einmalkivetten oder 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 und 2ug BSA
in 250ul Gesamtvolumen in einer Mikrotiterplatte verwendet. Alle Proben wurden in

Triplikaten bet 595nm gemessen.

3.2.4 Western Blot (Towbin et al, 1979)

7.5-20ug Protein wurde in SDS-PAGE Probenpuffer 5min bei 95°C denaturiert. Der
prozentuale Anteil der Acrylamid-Bisacrylamid-Losung des Trenngels, bet der anschlieBenden
diskontinuterlichen SDS-PAGE, variterte je nach Gréfle des nachzuweisenden Proteins von 8-
15%. Die Gelelektrophorese wurde in einer Mini-Gelapparatur von Biorad nach Laemmli

(1970) durchgetiihrt. Anschliefend wurden die Proteine in einem Nassblotverfahren auf eine
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Nitrocellulose-Membran transferiert. Die durchschnittliche Transferzeit betrug 1h mit
konstant 100V. Nach dem Transfer wurde mit einer 0.2%-igen Ponceau S-Losung eine
Firbung aller Proteine durchgefiihrt. Uberschiissiges Ponceau S wurde mit Wasser entfernt
und anschlieBend wurde die gefirbte Membran mittels eines Biorad Multlmager
dokumentiert. Danach wurde die Membran in TBST enttirbt und die freien Bindungsstellen
der Membran mit 5% BSA in TBST blockiert. Die Blockierungsdauer varuierte von 1h bis
ON. AnschlieBBend erfolgte ein Waschschritt fiir 5min mit TBST um ungebundenes BSA zu
entfernen. Die folgende Inkubation der Membran mit den spezifischen Primirantikérpern
wurde fir die jeweiligen Antikérper optimiert und sind in Tabelle 1 dargestellt. Hiernach
wurde die Membran dreimal 10min mit TBST gewaschen. Der entsprechende
Sekundirantikérper wurde 1:10000 in TBST verdinnt und fir 1h bet RT mit der Membran
inkubiert. Danach wurde die Nitrocellulose-Membran abermals dreimal 10min in TBST
gewaschen. Der Nachweis des Primir-Sekundirantikérperkomplexes erfolgte tiber die, an den
Sekundirantikérper  gekoppelte Meerrettichperoxidase, mit eimnem Chemolumineszenz—

Substrat. Die Signale wurden mit einem Biorad MultImager aufgenommen und quantifiziert.

Variation des Western Blots:

Zur Darstellung der unterschiedlichen o-Untereinheiten der Gj-Proteine wurde ein
denaturierendes Harnstoffgel (10% Acrylamid/Bisacrylamid, 9M Harnstoff) zur Auftrennung

der Proteine verwendet. Alle weiteren Schritte entsprachen dem beschriebenen Vorgang.

Primérantikérper Konz. |Inkubations | Inkubations-
-dauer temperatur

Anti-NDPK polyklonal, Santa Cruz (C-20) Tug/ml 1h RT
Anti-nm23H1 polyklonal, I. Lascu Uni. Bordeaux | 0.6ug/ml 1h RT
Anti-nm23H2 polyklonal, I. Lascu Uni. Bordeaux | 2ug/ml 1h RT
Anti-DRnm23 polyklonal, I. Lascu Uni. Bordeaux | 2ug/ml 1h RT
Anti-G;3 polyklonal, Santa Cruz (C-10) lug/ml 1h RT
Anti-G, polyklonal, NEN (RM/1) 1:4000 1h RT
Anti-Gg polyklonal, Santa Cruz (M-14) lug/ml th RT
Anti-GRK2/3 monoklonal, Upstate Tug/ml ON 4°C

Tabelle 1: Verwendete Primérantikérper
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3.2.5 Immunprizipitation von GRK2 (B-ARK1)

400ug cytosolisches Protein wurde mut 20ug GRK2-Antikérper (Kaninchen polyklonal, Santa
Cruz, C-15) oder 10ul Kaninchen Serum tber Nacht bei 4°C in IP-Puffer (50mM Tris-HCI
pH 7.4, 150mM NaCl, 1% Triton X100 und 1uM PMSF) schiittelnd inkubiert. Am nichsten
Tag wurde 100ul einer 1:1 Suspension, der in IP-Puffer dquilibrierten ProteinG-Sepharose
(Fast flow, Amersham Pharmacia) dazugegeben und fir weitere 4h bei 4°C schittelnd
inkubiert. Danach wurde die Sepharose zweimal mit je 5ml IP-Putter gewaschen und bei 95°C
mit 30ul 1xSDS-Probenpufter fiir 5min denaturiert. Die Proben wurden in einem 8%igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und wie im Kapitel Western Blot beschrieben mit einem
monoklonalen GRK2/3 Antikorper gefirbt.

3.2.6 Co-Immunprizipitation der 3-Untereinheit von G-Proteinen

Konfluente, mit G,0-Virus infizierte C10-Zellklone (je ca.10° Zellen) wurden auf Eis mit 10ml
eiskaltem PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit 1ml C-IP-Putter (10mM Tris-
HCI pH 7.4, 0.1mM EGTA, 1uM PMSF und 0.1% Triton X100) abgeschabt und 20sec mit
einem Polytron bet 20000rpm homogenisiert. Die Homogenate wurden fur 15min mit 20000g
in einer Mikrozentrifuge pelletiert. 200ug des Uberstands wurde mit 5ul anti-G, Antikérper
(NEN) oder 5ul eines 1:10 verdiinnten Kaninchen Serums fiir 2h bei 4°C schuttelnd inkubiert.
Danach wurde 50ul einer 1:1 Suspension der ProteinG-Sepharose (Fast tlow, Amersham
Pharmacia) in C-IP-Pufter fir weitere 4h dazugegeben und bei 4°C schiittelnd inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Proben bei 20000g fir 1min bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Das Sepharose-Pellet wurde dreimal mit 1ml C-TP-Puffer gewaschen
und in 30ul 1xSDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Proben wurde 5min bei 95°C
denaturiert, in einem 8%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und aut eine Nitrocellulose-

Membran transferiert. Die Immunfirbung der co-prizipitierten Gg-Untereinheit erfolgte mit

einem polyklonalen Gg-Antikérper (Santa Cruz) wie im Kapitel Western Blot beschrieben.
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3.2.7 Messung der Nukleosid Diphosphat Kinase (NDPK) Aktivitit

Die Aktivitit der Nukleosid Diphosphat Kinase wurde in einem radioaktiven Versuchsansatz
gemessen. Die Grundlage dieser Messung ist die Phosphorylierung von [8-"H]-GDP zu [8-
*H]-GTP unter Verbrauch von ATP. Die eingesetzte Proteinmenge variierte zwischen 0.3 und
3ug. Als Leerwert diente ein Reaktionsansatz ohne Protein. Der Assay wurde in einem
Gesamtvolumen von 100ul 1 Triplikaten durchgefihrt. Die Zusammensetzung des

Reaktionsansatzes 1st in Tabelle 2 dargestellt.

Substanz Endkonzentration
im Assay

TEA pH 7.5 50mM

cAMP 0.1mM
EDTA 1mM
DTT 1mM

ATP 0.1mM
MgCl, 3mM

GDP 0.1mM

[8-"H]-GDP 10°cpm

Tabelle 2: Reaktionsansatz der NDPK-Aktivititsmessung

Zusitzlich wurde 8-Br-cAMP als kompetitiver Inhibitor der NDPK-Aktivitit verwendet.

Vor Reaktionsbeginn wurde das Protein bei 4°C mit 1ug Alamethicin/ug Protein fir 20 min
vorinkubiert. Alamethicin erhéht die Durchlissigkeit von Membranvesikeln und gewihrleistet
somit emnen verbesserten Zugang der Substrate an die Innenseite der Membranen. Es hat

jedoch keinen Einfluss auf die, an der Regulation der Adenylyl Cyclase beteiligten Faktoren.

29



Material und Methoden

Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe des beschriebenen Reaktionsansatzes
gestartet. Die Inkubation erfolgte fir 10min bei 37°C im Wasserbad. Danach wurde die
Reaktion durch Zugabe von 10ul 5%iger SDS-Losung gestoppt. 10% des Reaktionsvolumens
wurden auf eine Dunnschichtchromatographie-Platte aufgetragen. Zur besseren Auftrennung
der Guanin-Nukleotide 1m Reaktionsansatz wurden zusitzlich 2ul einer je 3mM
GMP/GDP/GTP-Losung aufgetragen. Die Auftrennung der Nukleotide konnte mittels UV-

Licht dberpriaft werden. AnschlieBend wurden die einzelnen Nukleotid-Banden

ausgeschnitten und in 6ml Scintillationsflissigkeit in einem B-Counter gemessen.

Messung der Nukleosid Diphosphat Kinase (NDPK) Aktivitdt mit ATPYS als Substrat

Fur die Messung der NDPK Aktivitit in den sarkolemmalen Membranen der Rattenherzen
wurde 10uM ATPYS und 1uM [8-’H]-GDP als Substrat verwendet, da diese Membranen eine
sehr hohe Phosphatase-Aktivitit zeigten. ATPYS wird von der NDPK ca. 1000mal schlechter

als ATP umgesetzt, es hat jedoch den Vorteil, dass es kein Substrat tiir Phosphatasen darstellt.

Die Reaktion wurden nach der Inkubation bei 37°C mit 10ul 100mM EDTA gestoppt und das
synthetisierte GTPYS vom eingesetzten GDP mittels einer Dunnschichtchromatographie

getrennt. Das Lautmittel war in diesem Fall 500mM KH,PO, pH 3.3

3.2.8 Messung der Adenylyl Cyclase (AC) Aktivitit

Die Aktivitit der AC wurde 1n enem radioaktiven Versuchsansatz gemessen. Dieser basiert
auf der Synthese von [PP]-cAMP aus [0-°P]-ATP durch die AC. Die eingesetzte
Proteinmenge betrug 3ug hochgereinigter sarkolemmaler Membranproteine. Als Leerwert
diente ein Reaktionsansatz ohne Protein. Das Reaktionsvolumen betrug 100ul. Die basale AC-
Aktivitit wurde in dem in Tabelle 3 dargestellten Reaktionsansatz gemessen. Die Messungen

wurden in Triplikaten durchgetihrt.
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Substanz Endkonzentration
im Assay
TEA pH 7.5 50mM
cAMP 0,1mM
EDTA 1mM
DTT 1mM
ATP 0.1-TmM
[0-*P]-ATP 0.3-1x10°cpm
MgCl, 3-5mM

Tabelle 3: Reaktionsansatz der Adenylyl Cyclase-Aktivititsmessung

Zusitzlich wurden verschiedene Varianten des Assays mit den in Tabelle 4 aufgelisteten

Substanzen durchgefiihrt.

Substanzen Konzentrationsbereich
8-Br-cAMP 4mM

GDP 10nM-100uM

GTP 100uM

GDPBS 1InM-10uM

MnCl, 10mM

Isoprenalin 1uM
Carbachol 10uM

Tabelle 4: Stimulatoren und Inhibitoren des cAMP-Signalsystems

31



Material und Methoden

Zu Beginn des Versuchs wurden die Membranproteine bet 4°C mit 1ug Alamethicin/pg
Protein fir 20 min vorinkubiert. In diesem Vorinkubationsansatz waren gegebenentalls die in
Tabelle 4 aufgeftihrten Substanzen enthalten. Anschlieend wurde die Reaktion durch Zugabe
des beschriebenen Reaktionsansatzes gestartet. Die Inkubation erfolgte fir 10min bet 37°C im
Wasserbad. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 450ul 120mM Zinkacetat und
450ul 120mM NaHCO, gestoppt. Dabei bildete das unverbrauchte ATP mit dem NaHCO,

einen unloslichen Komplex , der in einer anschlieBenden Zentrifugation bet 4°C mit 3000g

pelletiert wurde. 850ul des Uberstandes wurde auf Aluminiumoxid-Siulen mit einem
Bettvolumen von 1ml aufgetragen. Diese waren zuvor mit 8ml 100mM Tris-HCl pH 7.5
dquilibriert worden. Das gebildete cAMP wurde mit 4ml 100mM Tris-HCI pH 7.5 eluiert. Bet

Versuchen mit ATP-Konzentrationen von 0.5-ImM wurde eine Vorreinigung des

Uberstandes mittels einer Tonenaustauschersiule (Dowex) hinzugefugt.

Das eluierte [P]-cAMP wurde in einem B-Counter gemessen. Die Reinigungseffizienz des
cAMPs betrug bei dieser Methode 75%. Dies lieB3 sich durch die Zugabe von ["H]-cAMP als

Referenzsubstanz im Assay nachweisen.

3.2.9 Messung der 5'-Nukleotidase Aktivitit

Die Aktivtitsbestimmung der membranstindigen 5'-Nukleotidase wurde nach einer von
Emmelot ez a/. (1964) beschrieben Methode durchgetiihrt. Bet dieser Methode wird die Menge
an Phosphat gemessen, welches durch die 5'-Nukleotidase von dem Substrat AMP
abgespalten wird. Die Reaktion wird in einem KCl-haltigem Pufter durchgetiihrt, um die
Aktivitit anderer Phosphatasen zu unterbinden. Dazu wurde 5ug Membranprotein in 50mM
Tris pH 7.2 mit 0.1ug Alamethicin/ug Protein fur 20min auf Eis in 200ul vorinkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 20ul Reaktionsputter (Final: 50mM Tris pH 7.2, 100mM
KCl, 5mM MgCl,, 10mM AMP) gestartet und 20min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 50ul 25%iger TCA-Loésung gestoppt. Fur den Farbnachweis des
abgespalten Phosphats wurde zu den Proben 250ul 5%ige SDS-Lésung, 250ul einer Losung
von Img/ml 2.4-Diaminophenol-dihydrochlorid in 1%igem Natriumsulfit und 250ul einer
1.22%igen Ammoniummolybdat-Lésung in 1M Schwetelsdure dazugegeben. Nach einer
Inkubation von 20min bet Raumtemperatur, wurden die Proben in einem Spektralphotometer

bei einer Wellenlinge von 660nm gemessen. Als Standard diente eine Phosphateichgerade mit
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Kaliumdihydrogenphosphat. Alternativ zu dieser Methode wurde ein Diagnose-System der
Firma Sigma verwendet. Dieses Messsystem bastert auf emer dreistufigen Reaktion: AMP wird
zuerst durch die 5'-Nukleotidase in Adenosin und freies Phosphat umgesetzt. Das entstandene
Adenosin wird in der folgenden Reaktion durch die Adenosindesaminase in Inosin und
Ammoniak zersetzt. Die dritte Reaktion basiert auf einer Umsetzung von Ammoniak , 2-
Oxoglutarat und NADH i L-Glutamat und NAD. Diese Reaktion wird von der L-
Glutamatdehydrogenase katalysiert. Ber dieser von Arkesterjn (1976) beschriebenen Methode

wird in einem Spektralphotometer die Oxidation von NADH zu NAD bei 340nm gemessen.

Dazu wurde 3ug Membranprotein in 50mM Tris pH 7.2 mit 0.1ug Alamethicin/ug Protein fiir
20min auf Eis in 10ul vorinkubiert. Anschliefend wurde 100ul der Reaktionslésung (3.2mM
AMP, 0.2mM NADH, 3.7mM 2-Oxoglutarat, 11U/ml L-Glutamatdehydrogenase, 0.4U/ml
Adenosindesaminase) dazugegeben und bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Nach einer

Vorlaufzeit von 5min wurden die Proben nach 15 und 30min gemessen.

3.2.10 Bindungsstudien von -adrenergen Rezeptoren

3ug Membranprotein wurde in einem Bindungs-Puffer (75mM Tris/HCl pH 7.4, 12mM
MgCl,, 2mM EDTA) mit 0.1ug Alamethicin/ug Protein fur 20min auf Eis vorinkubiert. Das
Gesamtvolumen betrug 50ul. Danach fand die Bindung des Liganden [***I]-Cyanopindolol
(300pM) an die B-adrenergen Rezeptoren in einem Gesamtvolumen von 200ul fiir 60min bei
37°C statt. Zur Messung der unspezifischen Bindung wurden Kontrollproben mit 10uM
Propranolol, einem unselektivem B-Blocker, vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Proben
Uber emen Glastaserfilter (Millipore) abgesaugt und dreimal mit eiskaltem Bindungsputter

gewaschen. Die getrockneten Filter wurden ausgestanzt und in einem y-Counter gemessen.
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3.3 Puffer fiir proteinbiochemische Methoden

Priparation sarkolemmaler Membranen

Pufferl: 10 mM HEPES pH 7.5
750 mM NaCl
2 mM NaN,
Pufferll: 10 mM HEPES pH 7.5
10 mM NaHCO,
2 mM NaN,
PufferIIl: 100 mM Tris/HCl pH 7.5
50 mM Na,P,O,
300 mM NaCl
2 M Saccharose
PufferIV: 100 mM Tris/HCl pH 7.5
50 mM Na,P,O,
300 mM NaCl
600 mM Saccharose
PufferV: 10 mM HEPES pH 7.5

250 mM Saccharose

SDS-PAGE und Western Blot

4x SDS-PAGE Probenpuffer: 0.2 M Tris/HCl pH 6.8
8 % (w/v) SDS
0.4 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (v/v) Glycerin

01 M DTT (trisch zugegeben)
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5x SDS-PAGE

Elektrophorese-Puffer:

Western Blot-Puffer (10x):

Western Blot-Puffer (1x):

Ponceau S-Firbel6sung:

Abschmelzpuffer

fiir Western Blot:

10xTBS:

TBST-Puffer:

0.125

1.25

0.5

38.6

0.479

0.037

500

0.2

0.1

62.5

100

1.5

10

0.15

0.1

%

mM

%

ml

Tris
Glycin
SDS (v/v)
Glycin
Tris

SDS (v/v)
10x Puffer
Methanol

ad 5L

% (w/v) Ponceau S

% (v/v) Trichloressigsiure

in H,O

% (w/v) SDS

M

mM

mM

mM

M

B-Mercaptoethanol
Tris/HCl pH 6.8
Tris/HCl pH 7.4

Na(Cl

Tris/HCl pH 7.4

Na(Cl

% (v/v) Tween-20
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3.4 Material fiir molekularbiologische Methoden

Plasmide
2. pBluescript-nm23H2 (Kimura N)
3. pAdTrack-CMV (He et al., 1998)
4. pAdEasy-1 (He et al., 1998)
5. pCR2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen)
Enzyme

Restriktionsenzyme: New England Biolabs und GIBCO/Life Technologies
T4-Ligase: MBI

Taq-Polymerase: Roche/Boehringer Mannheim

Reverse Transkriptase: Roche/Bocehringer Mannheim

DNasel: Roche/Boehringer Mannheim

Proteinase K: Roche/Boehringer Mannheim

Genspezifische Primer

Die aufgelisteten Primer sind in 5°— 3 -Orientierung dargestellt und wurden von der Firma

MWG-Biotech sythetisiert.

Nm23H2for-Ad: CCGCTCGAGAATCCCTTCTGCTCTCCCA
Nm23H2rev-Ad: TTATCTAGACTGTTGTGTCCACCTCTTA
DR-nm23tor-com: CATGATCTIGTCTGGTGCTGACCATC
DR-nm23rev -rat: AAATAGAGGGTGGGATGTGG

DNA-Gro3enmarker

1. 100bp-Leiter (MBI Fermentas)

2. Lettermix (MBI Fermentas)
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Bakterien (E. coli)

XL1blue: reeA?  end Al  gyrA9Gthi-1  hsdR17  supE44  relAl  lac/F proAB  la ZAM15Tn10
(Tet)]

XL2blue: MRE: A(merA)183  A(merCB-hsdSMR-mr)173  end Al supE44 thi reeAT  gyrA96
rel AT lac[F proAB lal ZAM15 Tul0(Tet) Amy Canl |

TOP10:  FmerA  A(merCB-hsdSMR-mrr) @80lacZAMT5  AlacX74  recAT  deoR  araD 139(ara-
len)7697 gallU galK rpsL. ($17*) end AT nupG

BJ5183:  endA sheBC recBC galK met thi-1 biol hsdR (St7)

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 RNA-TRIZOLTM-Aufreinigung

Die Aufreinigung von Total-RNA aus Geweben erfolgte durch das TRIZOL™-Reagenz von
GIBCO/Life Technologies. Dazu wurden zu 50-100mg Gewebe 1ml TRIZOL-Reagenz
dazugegeben und mit emnem Polytron mit 20000rpm homogenssiert. Der Ansatz wurde 5min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit 0.2ml Chloroform pro 1ml TRIZOL
versetzt. Nach gutem Durchmischen und einer Inkubation fir 2-3min bet Raumtemperatur,
wurde der ganze Ansatz bei 4°C mit 12000g fir 15min zentrifugiert. Die obere wissrige Phase
wurde abgenommen und mit 0.5ml Isopropanol pro 1ml TRIZOL vermuscht. Nach einer
Inkubation bet Raumtemperatur fir 10min wurde die Lésung bei 4°C und 12000g fir 10min
zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen und nach dem Trocknen bet
Raumtemperatur in 10-50ul DEPC-H,O gelost.

3.5.2 Northern Blot

Die Losungen fir die RNA-Gelelektrophorese wurden mit 0.1% DEPC (Endkonzentration)
behandelt. Durch kovalente Bindung von DEPC an RNasen werden diese inaktiviert
(Fedorcsak er al, 1969). Dazu wird DEPC in Losung gebracht und tber Nacht bet

Raumtemperatur inkubiert. Durch anschlieBendes Autoklavieren wurde das DEPC inaktiviert.
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Die aus Gewebe gewonnene RNA wurde nach Einkonzentrierung in einer Speed-Vac in 20ul
RNA-Probenpufter resuspendiert und 10min bei 68°C denaturiert. AnschlieBend wurde 5pl
5x RNA-Auftragspuffer dazugegeben. Die RNA-Proben wurden in einem denaturierenden
Agarosegel (1% w/v Agarose in 1x MOPS-Puffer mit 3.5% Formaldehyd) mit 80-100V in 1x
MOPS-Putter aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel zweimal 20min in H,O

gewaschen und danach zweimal 20min in 20x SSC inkubiert.

AnschlieBend wurde die Ubertragung der RNA aus dem Agarosegel auf eine Nylonmembran
mittels kapillarem Transter (Southern, 1975) in einem Hochsalzputter (Khandjian, 1987)
durchgefthrt. Der Transfer erfolgte in folgendem Autbau:

1x Whatman3MM in 20x SSC-Reservoir

1x Agarosegel

I1x Nylonmembran (Hybond-XL) fir 5min m 10x SSC
aquilibriert

9x Whatman3MM

ca. 10cm Papiertiicher

1x Glasplatte

ca. 800g Gewicht

Die Transferzeit betrug ca. 20h. Nach dem Transfer wurde die RNA in einem UV-Crosslinker

kovalent an die Nylon-Membran gebunden.

3.5.3 Radioaktive Hybridisierung

Fir die radioaktive Hybridisierung wurde 50ng einer doppelstringigen DNA-Sonde 5min bet
95°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt um eine Renaturierung zu verhindern. Die
denaturierte Sonde wurde mit 5ul [0-*P]-dCTP und einem Ansatz Ready-Prime (Amersham
Pharmacia) fiir 60min bei 37°C inkubiert. Danach wurde das nicht eingebaute [0-*P]-dCTP
Uber eine Sephadex (G50-Siule (Roche) von der markierten DNA abgetrennt. Die radioaktiv
markierte DNA wurde abschliefend 5min bet 95°C denaturiert und in 5ml 68°C warmen
Express-Hybridisierungsmix von Clontech gegeben. Zuvor wurde der Northern Blot 1h bet
68°C in 5ml Express-Hybridisierungsmix in einer Hybridisierungstlasche prihybridisiert. Die
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anschlieBende Hybridisierung des Blots erfolgte fir 1h bei 68°C. Danach wurden die

Membranen unter mehrfachem Wechseln der Waschlosungl fir 30min beir Raumtemperatur

gewaschen und fir weitere 30 min bei 50°C in Waschlésung2. Nach dem Einschweillen der

Membranen in Schlauchfolie erfolgte eine Exposition mit 10fach verstirkenden Hyperscreens

von 1-14 Tagen auf Kodak XA-R Filme bet -80°C.

3.5.4 RT-PCR

Die Herstellung der DR-nm23-Sonde erfolgte mittels RT-PCR aus total RNA von humanem,

adultem Herzmuskelgewebe. Die RNA wird dabei mit dem Enzym Reverse Transkriptase in

cDNA umgeschrieben und anschlieBend DR-nm23 mittels PCR amplifiziert (Sambrook ez 4L,

1989).

Menge Reagenz Volumen
RT-PCR-Pufter
10x 2ul
(Roche)
10mM je AN'TP 2ul
25mM MgCl, Ayl
2ug/ul Random Hexamere 2ul
50U/l RNase-Inhibitor 1ul
0.5mg/ml Gelatine 0.4ul
AMV-Reverse
10/l Transkriptase 0.8ul
(Roche)
2ug Total-RNA xul
xul H,O ad 20ul

Tabelle 5: RT-PCR Ansatz
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Zeit Temperatur
10min 25°C
60min 42°C
5min 99°C

Tabelle 6: RT-PCR Programm

2ul der cDNA-Reaktion wurden fiir die darauffolgende PCR eingesetzt.
3.5.5 PCR mit Taq-Polymerase
Zur Synthese von DNA-Sonden und zur gerichteten Klonierung wurde die PCR-Technik

(Mullis ez al., 1986) mit der thermostabilen Taq-Polymerase aus Thermus aguaticus (Saiki et al.,

1988) angewendet.

Menge Reagenz Volumen
10x PCR-Putter (Roche) 10ul
10mM je ANTP 2ul
10pmol/ul Primer A 4ul
10pmol/ul Primer B 4ul
Taq DNA-
5U0/ul Polymerase 0.5ul
(Roche)
10-500ng Template-DNA xul
xul H,O ad 100ul

Tabelle 7: PCR Ansatz
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Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
4min 95°C 1x
30sec 95°C 35x
30sec 55°C
Imin 72°C
7min 72°C 1x
oo 4°C -

Tabelle 8: PCR Programm

ie Moglichkeit einer Fehlpaarung der Primer mit der Template-DNA wurde durch Ansetzen
der Reaktion auft Eis reduziert. Der gesamte Reaktionsansatz wurde darauthin in die auf

Denaturierungstemperatur vorgeheizte PCR-Maschine gestellt (,,vereinfachter Heil3start).

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend nach Protokoll in den pCR2.1TOPO-Vektor

(TopoTA Cloning Version K, Invitrogen) kloniert oder einem Restriktionsverdau unterzogen.

3.5.6 DN A-Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau von DNA wurde zur Analyse in 20-30ul und zur Priparation in 50-
200ul Ansitzen durchgefuhrt. In der Regel wurden daber 1ug DNA mit 1-10U Enzym 1-4h

bei 37°C in dem vom Hersteller angegebenen Reaktionspuffer inkubiert

3.5.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Visualisierung, Auftrennung und Priparation von Nukleinsduren wurde die Agarose-

Gelelektrophorese verwendet (McDonell ez 4/, 1977; Southern, 1979).

0.5-1.0% (w/v)Agarose (35kb-500bp DNA-Fragmente) wurden in IxTAE aufkegocht und
anschlieBend mit 0.5ug/mlEthidiumbromid versetzt. Zur DNA wurde 5x DNA-Ladepuffer
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dazugegeben und die Elektrophorese mit einer Spannung von 80-130V in 1xTAE
durchgefthrt.

3.5.8 DNA-Fragmentisolierung

PCR-Produkte und Restriktionsfragmente wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und
anschliefend ausgeschnitten. Die weitere Reinigung mit dem QiaEx II Gel Extraction Kit

erfolgte nach dem vorgegebenen Protokoll.

3.5.9 Ligation

Die kovalente Verbindung zweier kohesiver (iberlappender) oder zweter Blunt-End (glatter)
DNA-Stiicke wurde in einem Verhdltnis von 0.1pM (Vektor) zu 0.3pM (Insert) DNA
durchgefihrt.

Ansatz: x ul Vektor
x ul Insert
2 T4 DNA-Ligase-Pufter
1w T4-Ligase (400U)

x ul H,O ad 20ul

Der Reaktionsansatz wurde ON bei 16°C (kohesiv) oder RT (Blunt-End) inkubiert.

3.5.10 Elektroporation

Eine exponentiell wachsende Bakterienkultur wurde nach 30minttiger Inkubation auf Eis
15min bet 4000g abzentrifugiert und anschlieBend zweimal mit dem halben Volumen
10%1gem, eiskaltem Glycerin gewaschen. Das Pellet wurde in 0.2% des Ausgangsvolumens

mit eiskaltem 10%-1gem Glycerin resuspendiert.
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Zu 50ul der Bakterien wurden 10-100ng DNA zugegeben und vorsichtig gemischt. Die DNA
wurde durch einen Puls von 1.8kV in die Bakterien eingebracht. Nach Zugabe von 200ul
SOC-Medium wurden die Bakterien 20min bet 37°C geschiittelt. Von diesem Ansatz wurden

100ul auf LB-Selektionsplatten ausgestrichen und ON bet 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.5.11 Klonierung rekombinanter Adenoviren

Die Klonierung rekombinater Adenoviren erfolgte nach einem Protokoll von He ez a/. (1998).
Dazu wurde zunichst eine PCR mit den genspezifischen Primern Nm23H2for-Ad und
Nm23H2rev-Ad und dem Plasmid pBluescript-nm23H2 (Kimura, N) durchgefihrt. Diese
Primer trugen zusitzlich zu threr nm23-spezifischen Sequenz 10 Basen lange Adaptoren mit
Xhol, bzw. Xbal Restriktionsschnittstellen zur gerichteten Klonierung in den Vektor
pAdTrack-CMV. Die klonierten Vektoren wurden anschliefend mit Pmel linearisiert und 1ug
davon mit lug supergecoiltem pAdEasy-1 Vektor in eine exponentiell wachsende BJ5183
Kultur co-transtormiert. Die Selektion erfolgte aut einer Kanamycin-LB-Platte. Die kleinsten
Kolonien wurden gepickt und ihre Plasmid-DNA auf die Rekombination mittels
Restriktionsverdau untersucht. Das vervielfiltigte, rekombinierte Gesamtplasmid wurde
abschlieBend mit Pacl verdaut, um die fiir die Virusgenerierung notwendigen LITR und

RITR-Sequenzen freizulegen.
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Generation of a Recombinant
Adenovirus Using AdEasy™

BamH 1
Pact - —:an[ idati I
- — Encapsidation Signal
veft Or Amp p Sig
arm o
EcoR 1 Promoter
P |

g
pAdEasy-1 samiil WG Transfer Vector Tycs Gene of Interest
{33.4 Kb) o
RITRI % l e
BamH 1 Pmel ¢ polyA+ SIER
Adsag1 16>

~——— Co-Transform inte bacteria

—— Linearize with Pme |
Select with Kanamycin

Pacl
- Encapsidation Signal

Promoter

STEP

Gene of Interest

polyA+

EcoR 1

Recombinant pAd

BamH | -

AdssgqpE>

— Linearize with Pac |
Encapsidation Signal
’7 AET AET RITR
[~ Gona of intorost gy | AdS DNA | |
FPacl  Promoter polyA+ Pacl

— Transfer into 293A cells

STEP

Ready to be amplified recombinant adenovirus

Abbildung 8: Klonierung rekombinanter Adenoviren

(He et al., 1998)
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3.6 Puffer fiir molekularbiologische Methoden

10x MOPS (RNA-Laufpuffer): 0.4 M MOPS pI 7.0

0.01 mM EDTA

0.1 mM NaAcetat
RNA-Probenpuffer: 0.5 x MOPS

50 % (v/v) Formamid (deionisiert)

6.8 % (v/v) Formaldehyd

0.1 pg/ul  Ethidiumbromid
5x RNA-Auftragspuffer: 0.4 % (w/v) Bromphenolblau

50 % (v/v) Glycerin

01 M NaH,PO, pH 7.0
20x SSC: 3 M NaCl

03 M Natriumcitrat
Waschlésungl fiir
Express-Hybridisierung: 2 x SSC

0.05 % (w/v) SDS

Waschlésung? fiir
Express-Hybridisierung: 0.1 x SSC

0.1 % (w/v) SDS
50x TAE: 2 M Tris

5.7 % (v/v) Essigsdure

0.05 M EDTA pH 8

45



Material und Methoden

Nihrmedien fiir Bakterien

LB-Medium: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 1L
SOC-Medium: 2 % Trypton
0.5 % Heteextrakt
10 mM  NaCl
25 mM Kl
10 mM  MgCl,
10 mM  MgSO,
20 mM  Glukose
LB-Platten: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
14 g Agar oder Agarose
ad 1L
Additive: 100 pg/ml Ampicillin

50 ug/ml Kanamycin-Sulfat

3.7 Materialien fiir zellbiologische Methoden

Medien und Zusitze:

DMEM: GIBCO/Life Technologies (21969-035)
Mit Natrium-Pyruvat und Pyridoxin

Foétales Kilberserum: GIBCO/Life Technologies
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Penicillin/ Streptomycin: GIBCO/Life Technologies (15140-122)
10000u/ml Penicillin, 10mg/ml Streptomycin

L-Glutamin GIBCO/Life Technologies (25030-024)
100x, 200mM

Accutase PAA L11-007

Kollagen Upstate biotechnology
Rat tail, typel

Einfriermedium-DMSO GIBCO/Life Technologies (11101-011)

1xPBS GIBCO/Life Technologies (14040-091)

ohne Natrium-Hydrogencarbonat

Kulturschalen und Zubehor:

Zellkulturschalen: Becton+Dickinson (Falcon), Nunc

Serologische Pipetten: Becton+Dickinson (Falcon), Greiner

3.8 Zellbiologische Methoden

3.8.1 Generierung rekombinanter Adenoviren

Transfektion

Die klonierten, rekombinierten und Pacl-verdauten Virus-Plasmide wurden in HEK 293-
Zellen mit Lipofectamin 2000 (GIBCO/ Life Technologies) transfiziert. Dazu wurden fiir 80-
90% konfluente, 6cm Schalen 4ug Plasmid mit 300ul OPTI-MEM I Medium verdinnt.
AnschlieBend wurde 20ul Transtektionsreagenz zu 280ul OPTI-MEM I Medium gegeben und
tir 5min bet Raumtemperatur inkubiert. Zur Bildung des Transtektions-DNA-Komplexes
wurde die verdinnte DNA mit dem verdinnten Lipofectamin 20min ber Raumtemperatur
inkubiert. In dieser Zeit wurden die Zellen mit 3ml DMEM Komplettmedium ohne

Antibiotika gespilt. Der DNA-Lipofectaminkomplex wurde direkt nach der Inkubation in das
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Zellmedium gegeben. In den folgenden 10 Tagen wurde die Virusgenerierung anhand der
zunehmenden Grinfluoreszenz durch das exprimierte GFP und der Lyse der Zellen

beobachtet.

Vervielfiltioung rekombinanter Adenoviren

Nach der vollstindigen Infektion der transtizierten HEK-Zellen, wurden die Zellen und das
Medmum dreimal in flussigem Stickstott eingefroren und wieder aufgetaut. Dies diente zur
Lyse der HEK-Zellen. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer mit 3000g tir 5min pelletiert.
Der Uberstand wurde auf eine konfluente, mit Serum-freiem Medium gespiilte 10cm Schale
mit HEK-Zellen gegeben und 20min bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Medium aut 10ml
mit Serum-reduziertem Medium erginzt. Die vollstindige Infektion der HEK-Zellen war nach
2-3 Tagen abgeschlossen. Die Zellen wurden wieder geerntet und durch dreimaliges Einfrieren
vollstindig aufgebrochen. Die Zelltriimmer wurden, wie schon beschrieben, durch
Zentrifugation pelletiert. Im letzten Schritt der Virus-Vervielfiltigung wurden 10 konfluente
15cm Schalen mit 1ml Virus-Uberstand und 6ml Serum-freiem Medium fiir 20min bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde 13ml Serum-reduziertes Medium dazugegeben. Die
fortschreitende Infektion der Zellen wurde beobachtet und meist nach 48h durch Abspiilen
der noch intakten Zellen abgebrochen. Die Zellen wurden abermals pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in einem Restvolumen von ca.15ml mit fliissigem

Stickstoft eingefroren und fir die spitere Aufreinigung bet —80°C gelagert.

Priparation rekombinanter Adenoviren

Die pelletierten Zellen wurde zu Beginn der Aufreinigung dreimal in flissigem Stickstott
eingefroren und bei 37°C wieder aufgetaut. Anschliefend wurde mit einer Endkonzentration
von 6ug/ml DNasel und 30mM MgCl, dazugegeben. Die freigesetzte genomische DNA der
HEK-Zellen wurde so fiir 30min bei 37°C verdaut. Eine Zentrifugation fir 10min bet 4°C mit
3000g erméglichte die Abtrennung der Zelltriimmer vom Virus-Uberstand. Dieser Uberstand
wurde im folgenden dreimal mit gleichem Volumen 1.1.2-Trichlortlourethan (Merck) fur 2min
schittelnd inkubiert, anschlieBend 5min mit 1800g bei 4°C zentrifugiert und die obere
wissrige, Virus-beinhaltende Phase abgenommen. Dies diente zur Entfernung von Lipiden

aus der Viruspriparation. Danach wurde ein diskontinuierlicher Cisiumchlorid-Gradient
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gebildet. Dieser bestand aus 4ml Heavy Stock, 4ml Light Stock und dariiber 5ml Virus-
Uberstand. Diese Gradienten wurden in einem SW40-Rotor in einer Beckman Ultrazentrifuge
Uber Nacht bei 4°C mit 27000rpm zentrifugiert. Am nichsten Tag wurde die ,,Virus-Bande*
die sich zwischen der schweren und der leichten Castumchlorid-Schicht gebildet hatte mit
einer Iml Spritze abgenommen. In den folgenden zwet Tagen wurde dieser Virus dreimal
gegen das 500-1000fache Volumen 1xPBS bei 4°C dialysiert. Abschlieend wurde der Virus
gegen das 500-1000fache in 1xVSB Pufter fur 3h dialysiert. Der gereinigte Virus wurde mit
dem gleichen Volumen 1xVSB + 90% Glycerin versetzt und bei —20°C gelagert.

Titerbestimmung der Virus-Priparationen

Zur Titerbestimmung der Virus-Priaparation wurde ein Aliquot des Virus-Dialysats
entnommen (100-400ul) und aut 600ul mit TNE-Puffer erginzt. Dazu wurden 60ul 10%iges
SDS fir 30min und anschlieBend 66ul 2.5M B-Mercaptoethanol fiir weitere 30min dazu
gegeben. Fir den Verdau der Virushille wurden 38.5ul ProteinaseK (10mg/ml) fir 60min mit
den Viren inkubiert. Simtliche Inkubationen wurden bei 37°C durchgefuhrt. AnschlieBend
wurde die Virus-DNA mittels einer Phenol/Chloroform Extraktion von den Proteinen
abgetrennt und in einer Alkohol-Fillung konzentriert. Die gereinigte Virus-DNA wurde in
einem Spektralphotometer ber 260nm vermessen. Ein Aliquot dieser aufgereinigten DNA
wurde in einem 0.5%igen Agarosegel mittels eines DNA-Standards quantifiziert. Anhand
dieser DNA-Menge lie§ sich die Virus-Konzentration (bav = biologisch aktive Viren) der

Priparation berechnen.

3.8.2 Transduktion von Zellen mit rekombinanten Adenoviren

Die zu transduzierenden Zellen (parentale C10-Zellen oder onm23H2-Klone) wurden
zundchst mit Serum-freiem Medium gespult, anschlieBend in  einem Drittel des
Gesamtvolumens mit unterschiedlichen Virusdosen in Serum-freiem Medium fir 20min bet
33°C inkubiert. Danach wurde das restliche Volumen mit Serum-reduziertem Medium
erginzt. Die Gesamtinkubationszeit der Zellen mit Virus betrug 48h. Die verwendeten

Virusdosen betrugen 10-200 Viren/Zelle (MOT 10-200).
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3.8.3 cAMP-EIA

Die quantitativen cAMP Bestimmungen stimulierter und transduzierter Zellen wurden mit
einem Immunassay der Firma R&D durchgefthrt. Dazu wurden die Zellen zuerst fur 4-12h in
Serum-freiem oder Serum-reduziertem Medium kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fir
30min mit ImM IBMX in HEPES-Medium inkubiert um eine Akkumulation des cAMPs zu
gewihrleisten. Nach 30min wurde das Medium abgesaugt und durch eiskaltes 0.1M HCI
ersetzt. Die Zellkulturschalen wurden bet —20°C  eingefroren. Dies verbesserte den
Zellaufschluss. Danach wurden die Zellen von den Platten geschabt und fiir 30min bet 4°C
mit 20000g pelletiert. Die Uberstinde wurden in den cAMP-EIA eingesetzt der je nach
erwarteter cAMP-Konzentration acetyliert oder nicht-acetyliert durchgetithrt wurde. Das
Acetylieren erhéhte die Sensitivitit des Assays um das 10fache. Die eigentliche Prozedur
wurde strikt nach Protokoll durchgetithrt. Die pelletierten Zelltrimmer wurden mit 0.1M

NaOH neutralisiert und fir eine Protein-Bestimmung verwendet.

3.9 Medien und Puffer fiir zellbiologische Methoden

Medien
HEK-293-Medium: DMEM

0-10% FCS

1:100 L-Glutamin

1:100 Penicillin/Streptomycin
C10-Zellklone: DMEM

0-10% FCS
1:100 L-Glutamin
1:100 Penicillin/Streptomycin

Selektion mit 2ug/ml Puromycin
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Puffer
10x VSB 100 mM  Tris/HClpH 7.4
137 M NaCl
50 mM  KCI
10 mM  MgCl
1x VSB + 90% Glycerin 10ml 10xVSB
90ml Glycerin (100%0)
Cisiumchlorid Heavy Stock 211g CsCl, ad 500g mit 1xVSB
Césiumchlorid Light Stock 112g CsCl, ad 500g mit 1xVSB
TNE-Puffer 10 mM  Tris/HCl pH 7.4

100 mM  Na(Cl

0.1 mM  EDTA

3.10 Tierversuche

Miniosmotische Pumpen: Alzet Modell 2001
Pumpgeschwindigkeit: 1ul/h
Fullvolumen: 222ul

Laufzeit: 7 Tage

Implantation der osmotischen Mini-Pumpen in Ratten

Minnliche Wistar Ratten (190-220g) wurden durch intraperitoneale Injektion von
Chloralhydrat und Ketaminen anesthesiert. Die osmotischen Mini-Pumpen wurden mit
physiologischer Salzlésung, Isoproterenol in Vitamin C, Propranolol, Isoproterenol und
Propranolol oder T3 gefillt und subkutan implantiert. Die tagliche Dosis betrug 2.4mg/kg
Isoproterenol, 10mg/kg Propranolol oder 0.5 mg/kg T3 (3,3’,5-Triiodo-L-Thyronin). Nach

sieben Tagen wurden neue Pumpen implantiert. Nach den angegebenen Zeiten (2-14 Tage)
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wurden die Tiere mit Pentobarbital anesthestert und die Herzen entnommen, gewogen und in

tlussigem Stichstoft eingefroren.
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4. Ergebnisse

4.1 Erh6hung der NDPK in sarkolemmalen Membranen aus

Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz

Diese Arbeit hatte zum Ziel die Rolle der Membran-gebundenen NDPK in der G-Protein
vermittelten Signaltransduktion des Herzens zu charakterisieren. Dazu wurden sarkolemmale
Membranen aus 13 explantierten Herzen von Patienten mit terminaler Herzinsuftizienz (HI-
Membranen) pripariert und diese mit Membranen von 5 humanen Kontrollherzen (K-
Membranen) verglichen. Die wesentlichen Daten der Patienten sind in Tabelle 9 aufgefihrt.
Die gesunden Kontrollherzen stammten von Organspendern, fir die kein passender

Empfinger ermittelt werden konnte.

Geschlecht, Alter Krankheit Auswurf- kardialer Medikation
Fraktion Index
Herzinsuffizienz-
Patienten

M, 61 DKMP 17 1.9 D, AL A, OA
M, 68 DKMP 14 29 D, DI, AL A, OA
M, 26 DKMP 6 23 D, AL, OA
W, 40 DKMP 28 2.6 D, DI, Al OA
M, 63 THK 19 1.4 D, DI, Al OA
M, 59 DKMP 18 1.2 D, DI, Al OA
W, 48 DKMP 12 1.6 D, AL, OA
W, 61 DKMP 22 23 D, DI, AL, AB, OA
M, 51 DKMP 19 1.9 D, DI, AL S, OA
M, 58 DKMP 20 1.7 D, DI, Al OA
M, 65 DKMP nb 1.5 D, DI, AL A
M, 67 THK nb 1.8 D, DI, AL, N, OA
M, 48 THK 32 22 ALN, S
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Kontrollen
M, 44 Schideltrauma Dopamin, Noradrenalin
M, 14 Schideltrauma D, CS, AVP
W, 71 Gehirnblutung Dopamin
M, 15 Kopfschuss AVP, CS
W, 26 Schideltrauma Dopamin

Tabelle 9: Angaben zu den Herzinsuffizienz-Patienten und den Kontrollpersonen

DKMP: dilatative Kardiomyopathie, IHK: Ischimische Herzerkrankung, D: Digitalis, DI: Diuretika, Al: ACE-
Inhibitor, N: Nitrate, S: Statine, A: Amiodaron, AB: 0-1 adrenerge Rezeptor Blocker, OA: orale Antigerinnungs-
mittel, AVP: Arginin-Vasopressin Derivate, CS: Cephalosporin ~ nb = nicht bestimmt

4.1.1 Charakterisierung der Membranen

Markerproteine

Um einen Vergleich der Membranen, die aus verschiedenen Priparationen stammten, zu

erméglichen wurden die Aktivititen und der Gehalt verschiedener Membran-Proteine

untersucht. Dazu gehérte die 5'-Nukleotidase, die basale Adenylyl Cyclase und G, (Tabelle

10). Diese Proteine eignen sich als Marker-Proteine, da mehrfach gezeigt wurde, dass ihre

Expression und Verteillung bei der Herzinsuftfizienz nicht verindert ist (Fan er al, 1987,

Eschenhagen ez al., 1992).

Kontrolle (K) Herzinsuffizienz (HI) n (K/HI) p
5'-Nukleotidase
umol/h*mg 20423 22135 5/13 n.s.
Adenylyl Cyclase
2 mM Mg**
pmol/min*mg 242429 262136 5/13 1.s.
G0 (count*mm?) 667%43 694£122 5/5 n.s.

Tabelle 10: 5'-Nukleotidase, basale Adenylyl Cyclase und G, in K- und HI-

Membranen

(n.s.: nicht signifikant).
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Bert allen dre1 Proteinen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in dem jeweils untersuchten
Parameter. Die Aktivitit der 5'-Nukleotidase betrug in den 5 K-Membranen 20£2.3
umol/h*mg und in den 13 HI-Membranen 2243.35 umol/h*mg. Die Aktivitit der Adenylyl
Cyclase wurde ohne Guanin-Nukleotide und ohne ein Energie-Phosphat regenerierendes
System gemessen. Unter diesen Bedingungen kommt es zu keiner Regulation der Aktivitit der
Adenylyl Cyclase durch Rezeptoren, NDPK und G-Proteine. Diese ,,basale” Aktivitit, welche
somit den Gehalt des Proteins in der Membran wiederspiegelte, betrug in den K-Membranen
242+29 pmol/min*mg und in den HI-Membranen 262+36 pmol/min*mg. Der Gehalt der o
Unteremnheit des stimulatorischen G-Proteins wurde mittels eines Western Blots bestimmt.
Dazu wurden in einem direktem Vergleich je 5 Membranen beider Gruppen untersucht und
mit 667143 count/mm?” bei K-Membranen und 694£122 count/mm?* bei HI-Membranen kein

Unterschied festgestellt.

a-Untereinheiten der inhibitorischen G-Proteine (G,02/3)
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Abbildung 9: G,a-2/3-Gehalt in K- und HI-Membranen

A: Western Blot
10ug Protein von jeweils 5 K- (1-5) und HI-Membranen (6-10) wurden in einem 9%igem Harmstoffgel
aufgetrennt. Die Immunfirbung erfolgte mit einem G;02/3-spezifischem Primirantikorper.

B: Quantitative Auswertung
Die Chemolumineszenz-Signale wurden mit einem FlourS-Multlmager detektiert, ausgewertet und die
Mittelwerte der beiden Membrangruppen dargestellt.

Die Expression der o-Untereinheit inhibitorischer G-Proteine, insbesondere des Subtyps G;0.-

2, 1st in der Herzinsuffizienz um ca. 40% erhéht (Eschenhagen er 4/, 1992). Mittels eines
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Western Blots (Abbildung 9) wurde eine Zunahme der G,0-2/3 Proteine von 34% in den HI-
Membranen nachgewiesen, welche jedoch aufgrund grofler Schwankungen und der geringen

Probenzahl der Kontrollgruppe nicht signifikant war.
4.1.2 Gehalt und Aktivitit der NDPK

Der Gehalt der NDPK in den sarkolemmalen Membranen wurde in einem Western Blot
Experiment bestimmt (Abbildung 10). Es zeigte sich in den HI-Membranen eine signifikante
(p=0.0028), um 425% erhéhte NDPK im Vergleich zu den K-Membranen. Da der
verwendete Antikérper keine Spezifitit fir die einzelnen NDPK-Isoformen hatte und diese
sich nur geringfugig in threm Molekulargewicht unterscheiden, war es nicht moglich eine

Aussage tUber die vorliegende Isoform, bzw. Isoformen der NDPK zu treften.
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Abbildung 10: NDPK-Gehalt in K- und HI-Membranen

A: Western Blot
10pug Protein von jeweils 5 K-Membranen (1-5) und HI-Membranen (6-10) wurden in einem 15%igen SDS/ T'is-
Gel aufgetrennt. Die Immunfirbung erfolgte mit einem NDPK-spezifischem Primirantikorper.

B: Quantitative Auswertung
Die Chemolumineszenz-Signale wurden mit einem FlourS-Multlmager detektiert und ausgewertet.
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Die Erhéhung der Membran-stindigen NDPK zeigte sich in beiden Ventrikeln und im

Septum der jeweils untersuchten insuftizienten Herzen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: NDPK-Gehalt in den Membranen verschiedener Herzbereiche

Die NDPK wurde in jeweils 10pg Protein von 5 HI-Membranen (1-5) aus den linken Ventrikeln (LV), rechten
Ventrikeln (RV) und Septen (S) in direktem Vergleich mit einer K-Membran (K) in einem Western Blot
Experiment mit einem spezifischem Primirantikérper nachgewiesen.

Zusitzlich zu den priparierten Membranen wurden Homogenate, cytosolische und partikulire
Fraktionen aus den einzelnen Geweben gewonnen und der NDPK-Gehalt mit einem Western
Blot bestimmt (Abbildung 12). Im Gegensatz zur erhéhten sarkolemmalen NDPK war die

NDPK in diesen Fraktionen unveriandert.
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Abbildung 12: NDPK-Gehalt in verschiedenen Fraktionen von K- und HI-Herzen

A: Reprisentativer Western Blot

Stellvertretend wurde die NDPK in jeweils 10ug Protein von Homogenaten, Cytosolen und partikuliren
Fraktionen jeweils eines Kontrollherzens (K) und eines insuffizienten Herzens (HI) in einem Western Blot
Experiment mit einem NDPK-spezifischem Antikérper nachgewiesen.

B: Quantitative Auswertung

Die Chemolumineszenz-Signale wurden mit einem FlourS-Multlmager detektiert und ausgewertet. Dargestellt
sind dic Mittelwerte aller durchgefithrten Western Blot Experimente der 5 K- und 13 HI-Herzen, normalisicrt
auf die Signalstirke der Kontrollhomogenate.

Zusitzlich wurde die enzymatische Aktivitit der NDPK in den unterschiedlichen Fraktionen
der Kontrollherzen und der insuftizienten Herzen bestimmt (Abbildung 13). Dabei zeigte
sich, vergleichbar mit den Western Blot Experimenten, kein signifikanter Unterschied in den

Homogenaten, den Cytosolen und den partikuliren Fraktionen der beiden Gewebegruppen.
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Im Gegensatz dazu war die NDPK-Aktivitit in den sarkolemmalen HI-Membranen

signifikant (p=0.0002) um 394% erhoht.
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Abbildung 13: NDPK-Aktivitit in verschiedenen Fraktionen von K- und HI-Herzen
Die NDPK-Aktivitit wurde in je 0.3ug Homogenat, Cytosol, partikulidrer Fraktion und sarkolemmaler

Membranen der 13 HI-Herzen (HI) und der 5 Kontrollherzen (K) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte
aller Messungen.

Hemmung der NDPK-Aktivitit mit 8-Br-cAMP

Die Inhibition der NDPK-Aktivitit erfolgte mit dem kompetitiven Hemmstott 8-Br-cAMP.
Die maximale Hemmung der NDPK-Aktivitit wurde bei einer Konzentration von 4mM
dieses cAMP-Derivats erreicht und betrug fiir betde Membrangruppen etwa 85%. Somit kam
es zu einer Inhibition der NDPK-Aktivitit von 34%13.5 nmol/min*mg auf 4.312.6
nmol/min*mg in den K-Membranen und von 134+30.7 nmol/min*mg auf 20.518.1

nmol/min*mg in den HI-Membranen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Inhibition der NDPK-Aktivitit mit 8-Br-cAMP

A: Konzentrations-abhingige Inhibition
Die NDPK-Aktivitdt wurde in 0.3ug sarkolemmaler HI-Membran in Anwesenheit von 0, 0.5, 1, 2 und 4mM 8-

Br-cAMP gemessen.

B: Vergleich von K- und HI-Membranen
Die NDPK-Aktivitit wurde in je 0.3ug sarkolemmaler Membranen der 13 HI-Herzen (HI) und der 5
Kontrollherzen (K) mit und ohne 4mM 8-Br-cAMP gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messungen.

8-Br-cAMP beeinflusste die Rezeptor/G-Protein-abhingige Regulation der Adenylyl Cyclase
nicht (Abbildung 15). Dies galt tir die Stimulation der Adenylyl Cyclase Aktivitit mit 100uM
GTP, die Hemmung durch den muskarinischen Agonisten Carbachol (10uM), die Stimulation

durch den B-adrenergen Agonisten Isoprenalin (10uM) und die Stimulation durch 10uM

GDPBS.
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Abbildung 15: Einfluss von 8-Br-cAMP auf die Regulation der Adenylyl Cyclase
Die Adenylyl Cyclase Aktivitit wurde in Anwesenheit von 100uM GTP, 100uM GTP + 10uM Carbachol

(+Carb), 100uM GTP + 10uM Isoprenalin (+1s0) oder 10uM GDPBS mit und ohne 4mM 8-Br-cAMP gemessen
und in Relation zur Adenylyl Cyclase Aktivitit ohne Zusitze gesetzt
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4.1.3 Einfluss der erh6hten sarkolemmalen NDPK auf die Regulation der
Adenylyl Cyclase

Im folgenden wurden die Auswirkungen der erhéhten sarkolemmalen NDPK in insuftizienten

Herzen auf die Regulation der Adenylyl Cyclase untersucht. Dazu wurde in den priparierten
Membranen die Stimulation der Adenylyl Cyclase-Aktivitit durch GDP und GDPS und der
Einfluss des NDPK-Inhibitors 8-Br-cAMP gemessen.

Einfluss von GDP auf die Adenvlyl Cyclase-Aktivitit

Um den Einfluss von GDP auf die Aktivitit der Adenylyl Cyclase zu verstehen, muss man
zwischen zwer unabhingigen Mechanismen der Aktivierung durch GDP unterscheiden. Zum
einen ist GDP ein Substrat tir die NDPK, das durch Phosphorylierung zu GTP eine
Aktivierung der G-Proteine bewirkt. Zum anderen bindet GDP selbst an G-Proteine und
bewirkt so deren Inaktivierung. Dies setzt voraus, dass Nukleotid-freie G-Proteine existieren
und diese Eftektoren beeinflussen kénnen. In diesem Zusammenhang werden besonders
inhibitorischen G-Protemne diskutiert, die thr GDP spontan freisetzen und in dieser

Konformation die Adenylyl Cyclase inhibieren (Lutz e a/, 2001c).

Der Einfluss von steigenden GDP-Konzentrationen auf die Adenylyl Cyclase-Aktivitit
(Abbildung 16A) bedingte eine Dosis-abhingigen Stimulation in den K-Membranen. Die
maximale Stimulation erfolgte bet einer GDP-Konzentration von 100uM und betrug 100%. In
den HI-Membranen war diese signifikant (p<<0.0001) um 50% vermindert. Um
auszuschlieflen, dass die niedrigere Adenylyl Cyclase-Aktivitit die Folge eines erhéhten ATP-
Abbaus in den HI-Membranen war, wurde die Stimulation mit GDP in Anwesenheit
verschiedener ATP-Konzentrationen gemessen. Es zeigte sich (Abbildung 16B), dass es auch
bet hohen ATP-Konzentrationen zu einer signifikanten Verringerung (p>0.01) der GDP-

abhingigen Stimulation der Adenylyl Cyclase-Aktivitit in HI-Membranen kommt.
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Abbildung 16: GDP-Stimulation der Adenylyl Cyclase in K- und HI-Membranen

A: Dosis-Wirkungskurve

Die Adenylyl Cyclase-Aktivitit wurde in je 3ug Membranprotein der 5 K- (O) und 13 HI-Membranen (V) in
Anwesenheit steigender GDP-Konzentrationen gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Stimulation relativ
zur normalen Aktivitat ohne GDP.

B: ATP-Abhingigkeit

Die Adenylyl Cyclase-Aktivitit wurde in 3pug Membranprotein von jeweils einer K- und HI-Membran in
Anwesenheit von 100uM GDP und 0.1, 0.5 und ImM ATP gemessen. Dargestellt sind die Stimulationen relativ
zur Adenylyl Cyclase-Aktivitit chne GDP bei der jeweiligen A'l'P-Konzentration.

Einfluss von GDPS und 8-Br-cAMP auf die Stimulation der Adenvlyl Cyclase

Um zu untersuchen, ob die geringere GDP-abhingige Adenylyl Cyclase-Aktivitit in HI-
Membranen auf die ca. 4-fach erhohte NDPK zurtckzufihren ist, wurde die NDPK-Aktivitit
mit 4mM 8-Br-cAMP inhibiert. Dies bewirkte einen Ausgleich der GDP-abhingigen
Stimulation der Adenylyl Cyclase in K-und HI-Membranen (Abbildung 17). Dariber hinaus
fiihrte die Inkubation der Membranen mit GDPS, das analog zu GDP an G-Proteine bindet,
aber ein sehr schlechtes Substrat fir die Phosphorylierung durch die NDPK 1st, zu keiner
signifikant unterschiedlichen Adenylyl Cyclase-Aktivitit in den HI-Membranen.
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Abbildung 17: Regulation der Adenylyl Cyclase in K-und HI-Membranen

Die Adenylyl Cyclase-Aktivitit wurde i je 3ug Membranprotein der 5 K- und 13 HI-Membranen in
Anwesenheit von 100uM GDP, 100uM GDP+4mM 8-Br-cAMP oder 10uM GDPBS gemessen. Dargestellt sind
die Mittelwerte der Stimulation relativ zur gemessenen Aktivitit ohne Zusitze.

Zusammentfassend zeigte sich, dass in sarkolemmalen Membranen aus mnsuftizienten Herzen
die um 400% erhohte sarkolemmale NDPK eine Hemmung Adenylyl Cyclase-Aktivitit um
50-75% bewirkte.

4.2 Auswirkung der B-Blocker Therapie auf die sarkolemmale

NDPK

Beim Vergleich der Membranen aus insuffizienten und gesunden Herzen zeigte eine Rethe
von HI-Membranen keinen, oder nur einen leicht erhhten NDPK-Gehalt. Eine genauere

Untersuchung der Medikation und verschiedener klinischer Parameter (Tabelle 11) der
Patienten ergab, dass die Patienten mit niedriger sarkolemmaler NDPK mit B-Rezeptor
Antagonisten behandelt worden waren (B-HI-Membranen). Dabei kamen zwei verschiedene

B-Blocker zum Einsatz: Carvedilol und Metoprolol. Ein weiterer Parameter, der die beiden
Patientengruppen unterschied, war der signifikant niedrigere Noradrenalin-Spiegel im Blut der

mit B-Blockern behandelten Patienten.
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HI B-HI p
(n=8) (n=8)
Alter (Jahre) 56 +13.6 50 +14.9 n.s
Geschlecht minnlich (n) 8 7 n.s
B-Blocker:
Metoprolol (n; mg/d) 0 4; 87.5+25.0
Carvedilol (n; mg/d) 0 4;21.9+6.3
ACE-Inhibitoren (n) 7 7 n.s
Digitalis (n) 7 6 n.s
Duuretika (n) 7 8 n.s
Peak VO, n.s
(ml x kg x min") 1234 433 12.95+3.2
Schlagrate des Herzens 83.5+19.9 821+ 18.3 n.s
Blutdruck
Systolisch 100.8 £ 15.1 120.1 £29.4 n.s
Diastolisch 73.9 £10.6 82.3 +22.1 s
Auswurf-Fraktion (%o) 181+ 74 17.3 + 8.3 n.s
kardialer Index n.s
(L/ min X m’) 2.03 +0.52 2.11 £0.68
Noradrenalin (nM) 2.80 + 1.23 1.58 £ 0.64 0.037
Adrenalin (nM) 0.34 +0.22 0.28 £0.21 n.s

Tabelle 11: Angaben zu den Herzinsuffizienz-Patienten mit und ohne B-Blocker-

Behandlung
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4.2.1 Gehalt und Aktivitit der NDPK

In Abbildung 18 ist der Vergleich des NDPK-Gehalts in sarkolemmalen Membranen von je 5
Vertretern der beiden Gruppen dargestellt. Der Unterschied besteht in einer ca. 40%
signifikant (p=0.0057) niedrigeren, sarkolemmalen NDPK in den B-HI-Membranen. Fir die
folgenden Experimente wurden die Membranen von je 8 getrennt durchgefiihrten
Priparationen vereint und gemeinsam untersucht. In diesen gepoolten Membranen wurde
ebenfalls der NDPK-Gehalt gemessen. In den B-HI-Membranen wurde eine um 50%

niedrigere, sarkolemmale NDPK nachgewiesen.
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Abbildung 18: NDPK-Gehalt in B-HI- und HI-Membranen

A: Western Blot
Der NDPK-Gehalt wurde in 10pg Protein von je 5 B-HI-Membranen (1-5) und HI-Membranen (6-10) in einem
Western Blot Experiment mit einem spezifischen Primirantikdrper bestimmt.

B: Quantitative Auswertung
Die Chemolumineszenz-Signale wurden mit einem FlourS-Multlmager detektiert und ausgewertet.
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Die Messung der NDPK-Aktivititen i den Membranen bestitigte den niedrigeren
sarkolemmalen NDPK-Gehalt in den B-HI-Membranen. Die B-HI-Membranen wiesen eine
NDPK-Aktivitit von 6715 nmol/min*mg im Vergleich zu den HI-Membranen mit 190£.38
nmol/min*mg. In beiden Membrangruppen lies sich die NDPK-Aktivitit mit 4mM 8-Br-
cAMP um ca. 90% hemmen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: NDPK-Aktivitit in B-HI- und HI-Membranen

Die NDPK-Aktivitit wurde in je 0.3ug sarkolemmalen B-HI- und HI-Membran (je n=8) mit und ohne 4mM 8-
Br-c AMP mittels eines radioaktiven Assays gemessen.

Die Messungen der NDPK-Aktivititen in cytosolischen und partikulidren Fraktionen zeigte,

wie beim Vergleich insuffizienter und gesunder Herzen, keinen signifikanten Unterschied

zwischen insuffizienten Herzen mit und ohne B-Blocker Therapie (Tabelle 12).

NDPK HF B-HF p
(nmol/min*mg) (n=8, gepoolt) (n=8, gepoolt)
Cytosol 44 +4 43+2 n.s.
partikuldre Fraktion 46+ 10 457 n.s.

Tabelle 12: NDPK Aktivititen in cytosolischen und partikuliren Fraktionen von HI

und B-HI-Herzen

Die NDPK-Aktivitit wurde in je 0.3ug Cytosol und partikulirer Fraktion der HI- und B-HI-Herzen gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte aller Messungen.
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4.2.2 Charakterisierung der Membranen

Wie im vorangegangen Kapitel, wurden bei diesem Vergleich von HI- und B-HI-Membranen
der Gehalt und die Aktivitit verschiedener Proteine untersucht, um eine Beurteilung der

Sarkolemm-Ausbeute zu erméglichen. Daber ergab sich ein geringer, aber signifikanter
Unterschied (p=0.0094) zwischen den 5'-Nukleotidase Aktivititen der HI-Membranen (20.8
0.4umol/h*mg) und der B-HI-Membranen (26.2 £ 1.4 umol/h*mg). Dieser Unterschied von
ca. 25% zeigte sich ebenfalls bei den Adenylyl Cyclase-Aktivititen und der Dichte B-
adrenerger Rezeptoren (Tabelle 13). Somit war die Reinheit der sarkolemmalen Membranen
aus den B-HI-Membranen etwas gréBer und die folgenden Messungen wurden auf die 5'-
Nukleotidase-Aktivitit normalisiert. Interessanterweise wurde die Dichte der B-adrenergen
Rezeptoren durch die Therapie mit B-Blockern nicht beeinflusst. Frithere Arbeiten konnten in
diesem Zusammenhang zeigen, dass es durch die Therapie mit Metoprolol zu emner Erh6hung
der Dichte der B-adrenerger Rezeptoren kam, wohingegen Carvedilol eine Reduktion der
Rezeptoren bewirkte (Heilbrunn ez o/ 1989; Sigmund ez a/. 1996; Yoshikawa ez a/., 1996). Der
untersuchte B-Membranpool setzte sich aus je vier Herzen von Patienten, die entweder mit
Metoprolol oder mit Carvedilol behandelt wurden, zusammen. Dadurch st es verstindlich,

dass keine Anderung im Gehalt der B-adrenergen Rezeptoren nachweisbar war.

HI B-HI p
(n=8, vereint) (n=8, vereint)
5¢ Nukleotidase
(umol x h"'x mg™) 208*04 262%14 0.0094
Adenylyl Cyclase*
10 mM Mn?* 3000 + 650 2900 £ 450 n.s.
2 mM Mg?* 269 £ 37 261+ 19 n.s.
(pmol x min'x mg™)
B-adren. Rezeptoren*
(fmol x mg™) 382+21 390 + 37 n.s.

Tabelle 13: 5'-Nukleotidase, basale Adenylyl Cyclase und B-adrenerge Rezeptoren in

HI- und B-HI-Membranen * korrigiert auf die 5'-Nukleotidase
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Es ist bislang nicht geklirt, wie [-Blocker die Pumpfunktion bei Patienten mit
Herzinsuffizienz verbessern. Deshalb war es von Interesse zu untersuchen, ob es aulfer der

Anderung der sarkolemmalen NDPK zu weiteren Verinderungen bei anderen Proteinen der
B-adrenergen Signalkaskade kommt. Es zeigte sich jedoch keine signifikanten Verinderung im
Gehalt der o und B-Untereinheiten von stimulatorischen und inhibitorischen G-Proteinen
(Abbildung 20A, 20B). Ein weiterer, wichtiger Faktor in dieser Signalkaskade ist die [-
adrenerge Rezeptorkinasel (B-ARK1). Eine Immunprizipitation zeigte, dass die Therapie mit

B-Blockern keinen Einfluss auf die Expression des Proteins hatte (Abbildung 20C, 20D).
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Abbildung 20: Gso,, Gia, G, B-ARKI! in B-HI- und HI-Herzen

A: Western Blot von Gsal, Giot und Gf3

Je 10ug des B—HI— und des HI-Membranpools wurden in Western Blot Experimenten auf Thren Gehalt an G,0l,
GB und G;0-Proteinen mit spezifischen Antikérpern untersucht.

B: Quantitative Auswertung zu A

Die Chemolumineszenz-Signale aller Western Blots wurden mit einem FlourS-Multlmager detektiert und
ausgewertet.

C: Immunprizipitation von B-ARK1

Aus 400ug cytosolischem Protein von B-HI- und HI-Herzen (jeweils ein Pool aus acht Cytosolen) wurde die B-
ARK1 mit einem spezifischem Primirantikdrper prazipitiert und anschlieend in einem Western Blot mit einem
GRK2/3 spezifischem Antikbrper nachgewiesen.

D: Quantitative Auswertung zu C

Die Chemolumineszenz-Signale der Immunprizipitationen wurden mit einem FlourS-MultImager detektiert und
ausgewertet.
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4.2.3 Auswirkung der verminderten sarkolemmalen NDPK auf die

Regulation der Adenylyl Cyclase in -HI-Membranen

Die Auswirkung der um 50-65% reduzierten Membran-gebundenen NDPK auf die
Regulation der Adenylyl Cyclase-Aktivitit in B-HI-Membranen wurde in direktem Vergleich
mit der Regulation in HI-Membranen gemessen. Beiden Membranen zeigten eine Dosis-
abhingige Stimulation der Adenylyl Cyclase-Aktivitit durch GDP. Die maximal eftektive
GDP-Konzentration betrug jeweils 100uM. In den HI-Membranen kam es zu einer Erh6hung
der Adenylyl Cyclase-Aktivitit um ca. 50%. Dagegen fand sich in den B-HI-Membranen eine
doppelt so hohe Stimulation. Die Hemmung der NDPK-Aktivitit mit 4mM 8-Br-cAMP in
den HI-Membranen fihrte zu einer Angleichung der Adenylyl Cyclase-Stimulation durch
GDP. Das stabile GDP-Derivat GDPPS bewirkte bei HI- und B-HI-Membranen eine

vergleichbare Dosis-abhingige Stimulation der Adenylyl Cyclase-Aktivitit um ca. 200%.
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Abbildung 21: Regulation der Adenylyl Cyclase in §-HI- und HI-Membranen

Die Adenylyl Cyclase-Akfivititen wurden in je 3pg Protein der B-HI- (W) und HI-Membranen (O) in
Anwesenheit steigender GDP und GDPBS-Konzentrationen gemessen. Zusitzlich wurde die NDPK-Aktivitit in
den HI-Membranen mit 4mM 8-Br-cAMP (V) mhibiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Adenylyl Cyclase-
Stimulationen relativ zur den Adenylyl Cyclase-Aktivititen ohne GDP bzw. GDPS.
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Zusammenfassend findet sich in den Herzen von Patienten, die mit einem [-Blocker
behandelt wurden, eine geringere sarkolemmale NDPK als bei Patienten ohne [-Blocker
Behandlung. Dies bewirkte eine 2-fach héhere, NDPK-abhingige Stimulation der Adenylyl

Cyclase Aktivitat. Diese Aktivitit ist in gesunden Herzen vergleichbar hoch.

4.3 Charakterisierung der humanen kardialen NDPK

Die exakte Charakterisierung der Zusammensetzung der NDPK in einem Kompartiment oder
einem Gewebe ist schwierig. Die Isoformen sind zueinander sehr homolog und besitzen

dhnliche Molekulargewichte, enzymatische Aktivititen und Substratspezifititen.

4.3.1 Nachweis der Transkription von nm23H1, nm23H2 und DR-nm23

im humanen Herzen

Die Transkripte der beiden NDPK-Subtypen nm23H1 und nm23H2 wurde in einem
Northern Blot nachgewiesen (Abbildung 22A). Beide Hybridisierungen wurden mit full-length
cDNAs durchgetiihrt. Zusitzlich wurde ein Teil des DR-nm23-Transkripts in einer RT-PCR
nachgewiesen (Abbildung 22B). Die Transkription des Subtyps nm23H4 wurde nicht
untersucht, da es sich um ein mitochondrielles Protein handelt und fiir die Aktivierung der

heterotrimeren G-Proteine keine Rolle spielen sollte.
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Abbildung 22: Transkription von nm23H1, nm23H2 und DR-nm23 im humanen

Herzen

A: Northern Blot
Je 10ug total-RNA von 6 humanen linken Ventrikeln (LV) und 6 humanen rechten Ventrikeln (RV) wurde fiir
den Northern Blot verwendet. Die Hybridisierung erfolgte mit full-length Klonen von nm23H1 und nm23H2.

B: RT-PCR

1pg total-RNA von 6 humanen linken Ventrikeln (LV) und 6 humanen rechten Ventrikeln (RV) wurde in die RT-
PCR Reaktion eingesetzt und die DR-nm23 Expression in der anschlieBenden PCR mit Gen-spezifischen
Primern nachgewiesen. Als Negativkontrolle (K) diente ein Ansatz ohne cDNA.

4.3.2 Nachweis der nm23H1-, nm23H2- und DR-nm23-Proteine im

humanem Sarkolemm

Western Blot Experimente mit Subtyp-spezitischen Antikérpern (von Dr. Lascu, Universitit
Bordeaux, Frankreich) zeigten, dass die transkribierten NDPK-Gene translatiert werden
(Abbildung 23). In sarkolemmalen Membran (HI- und B-HI-Membranen) wurden eindeutig
die Isoformen nm23H1, nm23H2 und DR-nm23 nachgewiesen. Bei den verwendeten,
rekombinanten DR-nm23-Proteinen fehlten die N-terminalen 17 Aminosiuren. Aus diesem

Grund stimmt thr Molekulargewicht mit dem der nativen Form nicht tber ein.
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Abbildung 23: Expression von nm23H1, nm23H2 und DR-nm23 im humanen Herzen

Je 7.5ug Protein der HI- und f-HI-Membranen, sowie je 500ng humanes, bzw. murines rekombinantes nm23H1,
nm23H2 und DR-nm23 wurden in einem Western Blot Experiment mit Isoform-spezifischen, polyklonalen
Antikdrpern untersucht.

Zusammentfassend zeigte sich, dass im humanen Herzen die NDPK-Isoformen nm23HI,

nm23H2 und DR-nm23 exprimiert werden. Der Gehalt aller untersuchten Isoformen ist im

Sarkolemm von B—HI—Herzen deutlich gegentuber HI-Herzen reduziert.
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4.4 Erhohung der sarkolemmalen NDPK durch chronische

Stimulation -adrenerger Rezeptoren

4.4.1 Ausbildung der Herzmuskelhypertrophie

Minnliche, adulte Ratten wurden mit einem B-adrenergen Rezeptor Agonisten (Isoprenalin)
bis zu 14 Tage behandelt. Die tigliche Dosis betrug 2.4mg/kg Kérpergewicht. Parallel dazu
wurde eine Kontrollgruppe mit physiologischer Kochsalzlésung behandelt. Die chronische
Stimulation mit Isoprenalin  bewirkte eine Zeit-abhingige, signifikante (p<0.001)
Herzmuskelhypertrophie (Abbildung 24B). Die relative Zunahme des Verhiltnisses vom
Herzgewicht zum Kérpergewicht betrug 40%. Die Hypertrophie konnte durch gleichzeitige
Gabe des inversen Agonisten Propranolol (10mg/kg) verhindert werden. Propranolol alleine
verursachte keine Hypertrophie. Um eine Unterscheidung zwischen adaptiven Hypertrophie-
Prozessen und B-adrenerg-gesteuerten Prozessen zu ermoglichen, wurde eine zusitzliche
Gruppe von Tieren mit dem Schilddrisen-Hormon Trijodthyronin (T3) behandelt. Diese
Hormon bewirkte in einer Dosis von 0.5mg/kg Korpergewicht ebenfalls eine signifikante
(p<0.001) Herzmuskelhypertrophie mit einer vergleichbaren Erhéhung des Herzgewichts wie
Isoprenalin (Abbildung 24A).
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Abbildung 24: Ausbildung einer Herzmuskelhypertrophie durch Isoprenalin

A: Nach 14-tigiger Behandlung
Minnliche adulte Ratten (n) wurden fiir 14 Tage mit physiologischer Kochsalzlosung, Isoprenalin (2.4 mg/kg),
Propranolol (10mg/kg), Isoprenalin +Propranolol (2.4 mg/kg+10mg/kg) oder T3 (0.5mg/kg) behandelt.

B: Zeitverlauf
Minnliche adulte Ratten (1) wurden fiir 2, 4, 7 und 14 Tage mit Isoprenalin (2.4 mg/kg) behandelt

4.4.2 Charakterisierung der Membranen

Je 3 der explantierten Herzen einer Gruppe wurden tir eine Membranpriparation verwendet.
Die 5-Nukleotidase-Aktivitit wurde in allen Membranen gemessen. Es zeigte sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Priparationen (Abbildung 25A).

Wie erwartet zeigte die Bestimmung der Dichte B-adrenerger Rezeptoren, dass durch die
chronische Stimulation mit Isoprenalin eine signifikante (p=0.0027) Reduktion um mehr als

50% erfolgte. Dies wurde durch die gleichzeitige Gabe von Propranoclol verhindert. T3

bewirkte eine geringe, aber signifikante (p=0.004) Erhchung der B-adrenergen Rezeptoren um
etwa 13% (Abbildung 25B).
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Abbildung 25: 5'-Nukleotidase und [-adrenerge Rezeptoren in behandelten

Ratteherzen

Nach 14-tigiger Behandlung mit physiologischer Kochsalzlosung (Kontrolle), Isoprenalin  (2.4mg/kg),
Propranolol  (10mg/kg), Isoprenalin+Propranolol (2.4mg/kg+10mg/kg) oder T3 (0.5mg/kg) wurden
sarkolemmale Membranen (n= Anzahl der Priparationen) aus je 3 Herzen pripariert.

A: 5'-Nukleotidase-Aktivitit
Je 3ug Protein wurde fir die Messung der 5'-Nukleotidase eingesetzt.

B: Dichte B-adrenerger Rezeptoren

Je 3ug Protein wurde fiir die Bestimmung der Dichte B-adrenerger Rezeptoren eingesetzt.

4.4.3 Gehalt und Aktivitit der NDPK

Der Gehalt (Abbildung 26B) und die Aktivitit (Abbildung 26A) der sarkolemmalen NDPK
verhielt sich umgekehrt zur Dichte der B-adrenergen Rezeptoren. Die Behandlung mit
Isoprenalin bewirkte eine signifikante (p<0.0001), zeitabhingige Zunahme der sarkolemmalen
NDPK um etwa 60% (Abbildung 26C). Diese Zunahme wurde durch den inversen Agonisten
Propranolol verhindert. Mit T3-behandelte Tiere zeigten dagegen eine geringe, aber

signifikante (p<0.0001) Abnahme der sarkolemmalen NDPK um etwa 20%.

Im Gegensatz zur Plasmamembran-gebundenen NDPK zeigte sich keine Anderung der
cytoplasmatischen und partikuldren NDPK durch die Behandlung mit Isoprenalin (Abbildung
26D).
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Abbildung 26: Gehalt und Aktivitit der NDPK in den behandelten Rattenherzen

A: Aktivitit in sarkolemmalen Membranen
Je 0.3ug Protein wurde fiir die Messung der NDPK-Aktivitit in einem radioaktivem Assay eingesetzt.

B: Gehalt in sarkolemmalen Membranen
Die NDPK wurde in je 10ug sarkolemmaler Membran in einem Western Blot mit einem spezifischem
Antikdrper nachgewiesen und die Signale mit einem FlourS-MultImager ausgewertet.

C: Zeitverlauf der Isoprenalin-Wirkung auf die sarkolemmale NDPK
Nach Behandlung fir 2, 4, 7 und 14 Tage mit Isoprenalin (2.4mg/kg) wurde die NDPK-Aktivitit in je 0.3pg
sarkolemmalem Protein gemessen.

D: Aktivitit in cytosolischen und partikuliren Fraktionen
Die NDPK-Aktivitit wurde in je 0.3pg cytosolischer und partikuldrer Fraktionen, der mit physiologischer
Kochsalzlosung oder Isoprenalin (2.4mg/kg) behandelten Herzen, gemessen.
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Zusammenfassend kam es in Herzen, die einer chronischen B-adrenergen Stimulation
unterlagen, zur Ausbildung einer Hypertrophie, zur Reduktion der B-adrenergen Rezeptoren
und zur Erhoéhung der sarkolemmalen NDPK. Dies konnte durch einen inversen Agonisten
unterbunden werden. Bei einer nicht-B-adrenerg ausgelosten Hypertrophie wurden keine

Anderungen im Gehalt der P-adrenergen Rezeptoren und der sarkolemmalen NDPK

beobachtet.

4.5 Co-Expression von NDPK und G,0 in einer immortalisierten

neonatalen Herzmuskel-Zellinie

4.5.1 Adenovirale Uberexpression von nm23H2

Um erstmalig die Aktivierung von G-Proteinen durch die NDPK in einer intakten Zelle
nachzuweisen, wurde die NDPK-Isoform nm23H2 mittels adenoviralem Gentransfer

Uberexprimiert und der Einfluss auf die cAMP-Synthese untersucht.

Der NDPK-Gehalt in den transduzierten Zellen war deutlich héher als in Kontrollzellen oder
in GFP-exprimierenden Zellen (Abbildung 27A). Dies spiegelte sich auch in emer 10-fach
erhohten NDPK-Aktivitit der nm23H2-Zellen wieder (Abbildung 27B). Diese
Uberexpression hatte jedoch keine Auswirkung auf die cAMP-Synthese der Zellen (Abbildung
27C).
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Abbildung 27: Adenovirale Uberexpression von nm23H2

C10-Zellen wurden mit GFP- oder nm23H2-Adenoviren (je ca. 100 Viren/Zelle) fiir 48h transduziert. Im
direkten Vergleich wurden untransduzierte C10-Zellen untersucht.

A: Uberexpression von nm23H2
Die Uberexpression von nm23H2 wurde in je 10ug Homogenat der transduzierten Zellen in einem Western Blot
mit einem NDPK-spezifischem Antikdrper nachgewiesen.

B: NDPK-Aktivitit

Die NDPK-Aktivitit wurde i je 1ug Homogenat (n=3) der transduzierten Zellen gemessen.

C: Intrazellulirer cAMP-Spiegel

Der cAMP-Spiegel der transduzierten Zellen wurde in einem EIA (n=9) gemessen und auf das Gesamtprotein
bezogen.
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4.5.2 Adenovirale Co-Expression von nm23H2 und G o

Da die Uberexpression von nm23H2 keinen Finfluss auf die cAMP-Synthese hatte wurde
zusitzlich die o-Unteremnheit des stimulatorischen G-Proteins iberexprimiert. G0t alleine
bewirkte eine signifikante (p=0.0008) Erhéhung der cAMP-Synthese um das ca. 24-fache. Die
zusitzliche Uberexpression von nm23H2 hatte keine weitere Erhéhung der cAMP-Synthese
zur Folge (Abbildung 28).

N2
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2 1500 p=0-0008,
[ ——
— — G O g_ 10004
o
3 5007
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. S ¢ nm23H2 .
GFP G.o G.o
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Abbildung 28: Kombinierten adenovirale Uberexpression von G0t und nm23H2

C10-Zellen wurden mit rekombinanten GFP-, G,0- oder G,0+ nm23H2-Adenoviren (je 100 Viren/Zelle) fiir
48h transduziert (n=4).

A: Uberexpression von G0t und nm23H2
G0 und nm23H2 wurden in je 10pug Homogenaten der transduzierten Zellen mit spezifischen Antikérpern
nachgewiesen.

B: cAMP-Spiegel

Der cAMP-Spiegel der transduzierten Zellen wurde in einem EIA gemessen und auf das Gesamtprotein bezogen.

Es stellte sich die Frage, warum die kombinierte, virale Uberexpression beider Proteine zu
keiner Anderung des cAMP-Spiegels fithrte. Eine Co-Immunprizipitation von G, und G
zeigte, dass es zur funktionellen Integration der Gberexprimierten o-Untereinheit gekommen
war. In Zellen mit héherem G,0-Gehalt wurde mehr G prizipitiert, als in Kontrollzellen

(Abbildung 29)
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Abbildung 29: Co-Immunprizipitation von G,0t und Gf3

200ug solubilisiertes Protein Gi0-tiberexprimicrender Zellen (MOI=multiplicity of infection) wurden mit anti-Gs
Antikérper (NEN) und Protein G-Sepharose inkubiert. G0t und GB—PrOtcinc wurden 1 cinem anschlicBenden
Western Blot Experiment mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen.

4.5.3 Adenovirale Uberexpression von G0 in stabilen m23H2-Zellklonen

Bislang ist nicht bekannt, wie die Membran-Bindung der NDPK vermittelt ist. Die chronische
Stimulation P-adrenerger Rezeptoren von Rattenherzen hatte gezeigt, dass es sich bei der
Erhshung der sarkolemmalen NDPK um einen langsamen, mehrere Tage dauernden Vorgang
handelt. Somit musste man die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, dass es wihrend der
48h der Virustransduktion zu kemner Erhéhung der Memran-stindigen NDPK kommt und
somit zu keiner funktionellen Interaktion mit den G-Proteinen. Aus diesem Grund wurden
parallel zu den Co-Transduktionsexperimenten stabile, NDPK-iberexprimierende C10-
Zellklone konstruiert und diese mit G 0-Virus in verschiedenen Dosen transduziert. Die
Zellklone zeigten im Vergleich zur 10-fachen viralen Uberexpression nur eine moderate, bis
maximal 3-fache Uberexpression der NDPK (Abbildung 30A). Die intrazelluliren cAMP-
Spiegel dieser Zellklone unterschieden sich nicht. Die zusitzliche Uberexpression des
stimulatorischen G-Proteins fihrte jedoch zu einer Erhéhung der cAMP-Synthese in
Abhiangigkeit der Expressionshéhen von G0t und NDPK. Bei gleicher G -Expression war die
Erhoéhung der cAMP-Synthese streng proportional zur NDPK-Aktivitit der Zellklone
(Abbildung 30B). Die G-Protein-unabhingige Adenylyl Cyclase Aktivitit war von der Héhe
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der NDPK-Expression unbeeinflusst und somit nicht der Grund fir die Erhéhung des
cAMP-Synthese.
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Abbildung 30: Transduktion stabiler nm23H2-Zellklone mit G,0.-Adenoviren

A: Relative NDPK-Aktivitit
C10-Zellen wurden mit einem nm23H2-Expressionsvektor stabil transfiziert. Die NDPK-Aktivitat von je lug
Zellhomogenaten wurde bestimmt und relativ zu untransfizierten Zellen angegeben.

B: cAMP-Spiegel

In den stabil transfizierten Zellklonen wurde die basale Adenylyl Cyclase Aktivitit gemessen (kleines Diagramm).
Diese Zellklone wurden dann mit unterschiedlichen Dosen eines rekombinanten G,0-Adenovirus transduziert
und die cAMP-Spiegel gemessen.

Zusammentfassend fand eine NDPK-abhingige Regulation der G-Proteine nur statt, wenn das

NDPK-Niveau der Zellen langfristig erhéht wurde. Die Uberexpression von G0 fithrte in
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stabilen nm23H2-Zellklonen zu einer proportionalen Zunahme der cAMP-Synthese in

Abhingigkeit vom Gehalt beider Proteine.
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5. Diskussion

Die Nukleosid Diphosphat Kinasen (NDPK) sind Enzyme des Metabolismus, verantwortlich
tir die Phosphorylierung von Nukleosiddiphosphaten zu Nukleosidtriphosphaten. Sie galten
lange Zeit als ,,Haushaltsenzyme®, die an der Synthese von Nukleinsiuren, Proteinen,
komplexen Lipiden und Zuckern beteiligt sind (Parks und Argawal, 1973). Spitere Arbeiten
wiesen aber zunehmend aut eine Beteiligung der NDPK bet der Regulation physiologischer
und pathophysiologischer Prozesse hin. In den meisten Fillen sind jedoch die beteiligten

Signaliibertragungswege unbekannt.

5.1 NDPK - Ein Aktivator der G-Proteine?

Die NDPK wird seit etwa 20 Jahren als Aktivator G'TP-bindender Proteine und somit als
Komponente der Signaltransduktion diskutiert. Verschiedene Untersuchungen an
aufbereiteten Zellen oder Geweben unter definierten experimentellen Bedingungen weisen auf
eine Beteiligung der NDPK an der Regulation G-Protein gekoppelter Eftektoren hin
(Piacentini und Niroomand, 1996). Bislang st es jedoch nicht gelungen den Mechanismus ftr
die Aktivierung der G-Proteine durch die NDPK aufzukliren. Hieraus erwachsen zunehmend

Zweifel gegentiber der Bedeutung dieser Signaltibertragung in der Zelle (Otero, 2000).

Die vorliegende Arbeit beinhaltet Untersuchungen zur NDPK-abhingigen Aktivierung eines
G-Protein gekoppelten Effektors in intakten Zellen. Durch unterschiedliche experimentelle

Angitze zur Uberexpression der NDPK zeigt sich, dass fiir eine funktionelle Interaktion der
NDPK mit G, eine lingerfristige Erhéhung (mehrere Tage bis Wochen) des NDPK-Gehalts

der Zellen notwendig ist. Zellen, deren NDPK- und G,0-Gehalt durch adenoviralen

Gentransfer transient erhéht werden, zeigen keinen Einfluss der NDPK auf die cAMP-
Synthese. Im Gegensatz dazu steigt in Zellen, die stabil mit der NDPK-cDNA (nm23H2)

transfiziert und anschlieGend mit einem G_0-Adenovirus transduziert werden, die cAMP-

Synthese proportional zur NDPK- und G o-Expression an. Das deutet darauf hin, dass noch

andere Faktoren an der Aktivierung der G-Proteine durch die NDPK beteiligt sein missen.

Diese Hypothese wird unterstitzt durch den langsamen Anstieg der kardialen, sarkolemmalen

NDPK bei chronischer B-adrenerger Stimulation von Ratten mit Isoprenalin. Dort kommt es
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erst nach sieben Tagen zu einem messbaren Anstieg der NDPK um 20%. Wohingegen andere
Arbeiten zeigen, dass unter vergleichbaren Bedingungen der G;0-2-Gehalt bereits nach 4
Tagen um 45% erhéht st (Miller e 4/, 1994). Diese zeitliche Diskrepanz ldsst sich unter der
Annahme emer direkten gegenseitigen Regulation von NDPK und G-Proteinen nicht

erklaren.

Im wesentlichen stellt sich die Frage nach dem molekularen Mechanismus der G-Protein-
Aktivierung durch die NDPK. HPLC-Messungen wiesen nach, dass es auch bet einer 2.7-
fachen Uberexpression der NDPK in C10-Zellen zu keinem Anstieg der intrazelluliren G'TP-
Spiegel kommt (Lutz ez al, 2001b). Somit ist eine Erhéhung der GTP-Konzentration als
Aktivierungsmechanismus  fir  G-Proteine 1n  diesen  Versuchen  ausgeschlossen.
Phosphorylierungsstudien mit den stabil transtfizierten C10-Zellklonen haben gezeigt, dass die
Phosphorylierung eines 36kDa-Proteins in direktem Zusammenhang zur Expressionshéhe der
NDPK-Isoform nm23H2 steht. Co-Prizipitationen mit spezifischen Antikérpern gegen die 3-
Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine beweisen, dass es sich bei dem phosphorylierten
Protein um G} handelt und dieses im Komplex mit nm23H2 prizipitiert. Co-Reinigungen
von Gf} und nm23H2 aus Gewebe zeigen ebenfalls, dass die Phosphorylierung von Gf3 durch
nm23H2 vermittelt ist (Cuello ez @/, 2001). Die Phosphorylierung von G fithrt durch einen
Phosphattransfer an das in der inaktiven o-Untereinheit gebundene GDP zur Aktivierung des
G-Proteins. Die Beteiligung phosphorylierter B-Untereinheiten an der Regulation G-Protein
gekoppelter Effektoren ist mehrfach nachgewiesen (Wieland ez a/, 1991; Pitcher et al., 1992;
Morris und Scarlata, 1997; Dascal, 2001).

5.2 NDPK - Ein pathogener Faktor der Herzinsuffizienz?

Ein molekulares Charakteristikum der Herzinsuftizienz ist die verminderte cAMP-Synthese.
Daraus resultieren starke Einschrinkungen der physiologischen Funktion des Herzens. Die
Ansprechbarkeit auf B-adrenerge Stimulation ist reduziert und der Gehalt an gegensinnig
wirkenden G;-Proteinen ist erhoht. Diese Arbeit stellt zur Diskussion, ob die NDPK einen
weiteren Beitrag zur geringeren cAMP-Synthese leistet und dadurch die Fehlregulation bei der

Pathogenese der Herzinsuftizienz térdert.
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In sarkolemmalen Membranen insuffizienter Herzen ist die NDPK um etwa 400% erhoht. Im
Gegensatz zu vorhergehenden Untersuchungen an gesunden Hundeherzen (Niroomand e 4/,
1997) bewirkt die NDPK hier keine Stimulation der Adenylyl Cyclase-Aktivitit, sondern eine
Inhibition um 50-75%. Ein Vergleich der Dichte der G-Proteine zeigt in guter
Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten, eine erhéhte Expression der inhibitorischen G-
Proteine um ca. 40% (Feldman ez 4/, 1988; Feldman e a4/, 1989; Bohm er al, 1994;
Eschenhagen e @/, 1992) und keine Verinderung im Gehalt der stimulatorischen G-Proteine
(Feldman ez al., 1988; Eschenhagen ez al, 1992). Es gibt keine Hinweise, dass die NDPK eine
Spezifitit fir die Aktivierung eines bestimmten G-Proteins autweist. Das Zusammenspiel aus
erhohter sarkolemmaler NDPK und erhdhtem inhibitorischen G-Protein bietet somit eine
plausible Erklirung fir die geringere Adenylyl Cyclase-Aktivitit im insuffizienten Herzen. Bet
Herzinsuffizienz-Patienten, die mit einem [B-Blocker behandelt waren, findet man nur eine
geringfiigige Zunahme der sarkolemmalen NDPK gegeniiber gesunden Herzen. In diesen

Membranen zeigt sich auch keine NDPK-abhingige Hemmung der cAMP-Synthese.

Die sarkolemmale NDPK erfihrt durch die Behandlung der Herzinsuftizienz-Patienten mit
unterschiedlichen B-Blockern eine einheitliche Regulation, dh. sie wird unabhingig vom [3-
Blocker reduziert. Im Gegensatz dazu ist die Regulation der P-adrenergen Rezeptoren
abhingig von der Wahl des B-Blockers. Frihere Arbeiten konnten in diesem Zusammenhang
zeigen, dass es durch die Therapie mit Metoprolol zu einer Erhéhung der Dichte der B-

adrenerger Rezeptoren kam, wohingegen Carvedilol eine Reduktion der Rezeptoren bewirkte

(Heilbrunn et al. 1989; Sigmund et al. 1996; Yoshikawa et al., 1996). In den untersuchten
Membranen ist auch kein Einfluss der B-Blocker auf die Expression der verschiedenen G-
Protein-Untereinheiten und der B-ARK1 nachweisbar. Die sarkolemmale NDPK ist somit das
einzige der untersuchten Proteine, das eine unidirektionale Regulation durch verschiedene B-

Blocker ertihrt. Seine Relevanz fir die Pathogenese und Behandlung der Herzinsuftizienz

wird dadurch belegt.

Tierexperimente bestitigten den engen Zusammenhang zwischen der Regulation der
sarkolemmalen NDPK und der Stimulation bzw. Blockierung der B-adrenergen Signalkaskade
bet der Pathogenese der Herzmuskel-Hypertrophie. Dass die Erhéhung der sarkolemmalen
NDPK kein unspezifischer, durch Hypertrophie-ausgeldster Effekt ist zeigt die Behandlung

von Tieren mit dem Schilddrisenhormon T3 (Trijodothyronin). Dies bewirkt ebenfalls eine
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Herzmuskelhypertrophie, aber eine Reduktion der sarkolemmalen NDPK.. Untersuchungen
an Zellen hatten ergeben, dass T3 die Expression der NDPK Isoform nm23H1 senkte (Lin ez
al., 2000). Neuere Arbeiten zeigen, dass nm23H1 einen Anteil von etwa 20% an der Gesamt-

NDPK im Herzen hat und somit die geringe Abnahme plausibel erklirt.

5.3 Erhohte Expression oder Translokation der sarkolemmalen

NDPK?

Im Gegensatz zur sarkolemmalen NDPK st der Gehalt und die Aktivitit der Gesamt-NDPK
in den Homogenaten humaner insuftizienter Herzen und chronisch Isoprenalin-stimulierter
Rattenherzen unverindert. Homogenate beinhalten zwar sarkolemmale Membranen, aber
deren Anteil ist sehr gering, so dass sich eine Erhéhung der sarkolemmalen NDPK nicht in
einer Erhéhung der Gesamt-NDPK wiederspiegeln muss. Aufgrund der hohen Homologie
der verschiedenen Isoformen und ihrer dhnlichen Molekulargewichte konnte die genaue
Zusammensetzung der NDPK-Hexamere in den einzelnen Kompartimenten zunichst nicht
untersucht werden. Der, 1n dieser Arbeit, verwendete Antikérper erkennt mindestens dret
Isoformen (nm23H1, nm23H2 und DR-nm23) mut unterschiedlicher Affinitit. Spitere
Experimente mit Isoform-spezifischen Antikérpern zeigen, dass die sarkolemmale NDPK
sich zumindest aus nm23H1, nm23H2 und DR-nm23 zusammensetzt. Im insuffizienten
Herzen wird eine Erhéhung aller dret Isoformen beobachtet. Die cytosolische NDPK besteht
hauptsichlich aus nm23H2. nm23H1 besitzt einen wesentlich geringeren Anteil und DR-
nm?23 ist durch den verwendeten Antikérper nicht oder nur dullerst schwierig nachweisbar. Im

Herzen st DR-nm23 somit fast ausschlieBlich im Sarkolemm lokalisiert.

DR-nm23 weist am N-terminalen Ende eine, aus 17 Aminosiduren bestehende, zusitzliche
Sequenz auf. Diese beinhaltet viele hydrophobe Aminosiduren, die méglicherweise fiir eine
Membran-Bindung verantwortlich sind (Venturelli ez @/, 1995). Experimente mit gereinigten
Isoformen haben gezeigt, dass DR-nm23 in der Lage 1st mit anderen Isoformen Komplexe zu
bilden (Erent ez al., 2001). Co-Immunprizipitationen aus homogenisierten Zellen bestitigten
die Interaktion zwischen uberexprimiertem DR-nm23 und endogenem nm23H1/nm23H2
(Negroni et al, 2000). Die Erhéhung der sarkolemmalen NDPK in den humanen
insuftizienten Herzen kénnte somit aut eine erhéhte Expression der NDPK-Isoform DR-

nm23 beruhen, die eine Translokation von nm23H1 und nm23H2 an die Membran bewirkte.
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5.4 Ausblick

Diese Arbeit verdeutlicht, dass es sich bet der NDPK nicht nur um ein ubiquitires
,2Haushaltsenzym* handelt, sondern um eine Proteinfamilie, die einer komplexen Regulation
und Verteilung unterliegt und deren Mitglieder wichtige Funktionen in der Physiologie der
Zelle einnehmen. Sie geraten zunehmend ins Blickfeld bet Untersuchungen von

Signaliibertragungen, deren Fehlregulationen zu schweren Krankheiten fithren.

Um die Bedeutung der NDPK fir die Physiologie und Pathophysiologie der Zelle zu
untermauern, missen zukinftige Untersuchungen die NDPK-abhingige Regulationen anderer
G-Proteine und des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus mit einschlieSen. Dartiber
hinaus ist es fur das Verstindnis dieses Signaliibertragungsweges wichtig, die Rolle von DR-
nm?23 fiur die Plasmamembran-Bindung niher zu definieren. Die gezielte Manipulation der
Membran-stindigen NDPK ist die Grundlage fir zukiinftige Therapien von Krankheiten, die

mit einer verinderten Regulation der NDPK assoziiert sind.
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6. Zusammenfassung

Diese Arbeit hatte zum Ziel, die NDPK-abhingige Aktivierung von G-Proteinen und deren

Fffektoren nachzuwetsen und thre Rolle in der Herzinsuffizienz zu untersuchen.

Dazu wurden immortalisierte neonatale Rattenherzmuskelzellen mit NDPK (nm23H2) stabil
transfiziert. Die generierten Zellklone zeigten eine unterschiedliche, bis zu 2.7-fach erh&hte
NDPK-Expression, jedoch keine nachweisbaren Unterschiede in der cAMP-Synthese. In
diesen Zellen wurde eine Uberexpression der o-Untereinheit des stimulatorischen G-Proteins
(G0 mit rekombinanten Adenoviren induziert. Dies bewirkte in allen Zellen einen Anstieg
der cAMP-Synthese, selbst in Gegenwart eines inversen Agonisten B-adrenerger Rezeptoren.
Dieser Anstieg war in allen untersuchten Zellklonen streng proportional zur NDPK-Aktivitit.
In Zellen mit 2.7-facher NDPK-Uberexpression war, bei gleicher Go-Uberexpression, die
cAMP-Synthese 7-fach gegentiber Zellen ohne NDPK-Uberexpression gesteigert. Die basale,
G-Protein-unabhingige Adenylyl Cyclase-Aktivitit aller Zellklone zeigte dagegen keine

signifikanten Unterschiede.

Um die NDPK-abhingige G-Protein-Aktivierung im Herzen zu untersuchen, wurden die
Aktivititen und der Gehalt der NDPK in verschiedenen Zellfraktionen von terminal
insuftizienten Herzen und gesunden Kontrollherzen verglichen. Die Sarkolemm-gebundene
NDPK war in den linken und rechten Ventrikeln insuftizienter Herzen um 400% erhéht.
Durch Aktivierung der ebenfalls im Gehalt erhéhten inhibitorischen G-Proteine bewirkte die
NDPK iz vitro eine Hemmung der Adenylyl Cyclase-Aktivitit um 50-75%. Im Gegensatz zur
Membran-gebundenen NDPK, war die NDPK in den Cytosolen und den restlichen
partikulidren Fraktionen insuffizienter Herzen nicht verdndert. In insuftizienten Herzen von
Patienten, die mit einem B-adrenergen Antagonisten behandelt wurden, war die sarkolemmale
NDPK kaum erhoht. Die NDPK-abhingige Adenylyl Cyclase-Aktivitit war in diesen Herzen
vergleichbar mit gesunden Kontrollen, obwohl auch hier der Gehalt der inhibitorischen G-
Proteine erhoht war. Im Tierversuch bewirkte eine chronische Stimulation B-adrenerger
Rezeptoren eine Zunahme der sarkolemmalen NDPK. Durch Blockierung der B-adrenergen

Rezeptoren wurde die Zunahme verhindert.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Membran-gebundenen NDPK G-Proteine

aktiviert und dadurch die cAMP-Synthese reguliert. In der Herzinsuftizienz kommt es zu einer
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Erhshung des Enzyms an der sarkolemmale Membran und in Kombination mit den erhéht

exprimierten G;-Proteinen zu einer Inhibition der Adenylyl Cyclase-Aktivitit. Die Erhohung

wird durch die B-adrenerge Signaliibertragung gesteuert.
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